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CAPITULO I 
I NTRODUCC I ON 
Los withandlidos son un grupo de esteroides naturales cons- 
truZdos sobre un esqueleto de tipo ergostano. Se caracterizan por 
poseer una cadena lateral de nueve btomos de carbono, con una lac- 
% ' ,  
-2ona de seis miembros formada por 10s carbonos 22 a 26; esta es- 
tructura bssica, representada en la figura 1 ,  se denominawesque- 
Deben su nombre a la planta Withania somnZfura donde fueron 
descubiertos 10s primeros constituyentes de este grupo. *3~an si - 
do hallados ademds en otras plantas del genero ~ithania, y tam- 
bien en plantas de 10s generos Acnistus C~unaZia), Jaborosa, Ni- 
candra, P h y s a t i s ,  Datura, Lycium, etc, todas ellas pertenecientes 
a la familia de las SoZanticeas encontrdndose principalmente en 
las hojas de 10s vegetales mencionados. 
Existen otros compuestos tales como 22,26-6-lactoles, 23,26 
y 28,26-Y-lactonas, fisalinas, acnistinas y con anillo D de seis 
aiembros aromatizado, '6todos ellos biogengticamente relacionados 
28  
Figura 1: Esqucleto withanblido. 
a los'withan6lidos (Figura 2 ). Por conveniencia se agrupa tam- 
, >- 
bidn a estos'compuestos bajo el nombre gen6rico de withandlidos, 
siendo las caracteristicas comunes de 10s mismos un esqueleto b5- 
sico, modificado o no, del tfpo ergostano y distintos grados de 
oxidacidn en 10s carbonos 1, 22 y 26. 
Las fisalinas fueron alsladas de varias especies de P h y s a t i s  
10s rasgos estructurales comunes de estos compuestos son la rup- 
tyra oxidativa del enlace entre 10s carbonos 13 y 14 y el cierre 
I . I  
',.. . 
de un nuevo anillo de seis miembros por formaci6n de un nuevo en- 
lace entre 10s carbonos 16 y 24. Se designan como withafisalinas, 
compuestos que representan estados intermedios en el proceso bio- 
-sint6-tico de withandlidos a fisalinas, por ejemplo withafisalina 
Los compuestos del tipo Nic 3 (nicandrenona) - 6 son 10s pri- 
meros esteroides naturales que poseen un anillo D de seis miembros 
aromatizado. 
Las acnistinas presentan un tip0 distinto de cadena lateral, 
en la cual aparece un ciclopentano por unidn de 10s carbolgm, 21 
- * f a 1  
y 24, por ejemplo acnistina A 7. 
- 
Los withandlidos con esqueleto ester~idal no modificado se puc- 
den subdividir de acuerdo a las siguientes caracteristicas estruc- 
turales : 
a) compuestos no sustitu'idos en carbono 20. 4,5,7,10 
b) compuestos que poseen un grupo hidroxilo en carbono 20 
(2009 . 4,5,11-15 
c) compuestos con la cadena lateral orientada 17a. 4,5,9 
nicalbina A L 
perulactona 2 
O H  ixocarpalactona t 
Nic - 1 (nicandrenona) 6 acnistina A 
Figura 2: Estructuras de algunos compuestos biogeneticamente 
relacionados a 10s withanblidos. 
Estas subdivisiones son importantes desde el punto de vista 
biogengtico, pues con muy pocas excepciones, las plantas que sin- 
tetizan 20-H-withanblidos no producen 20-hidr~xi compuestos y vi. 
ceversa. 4 
Los 17a-alquil withan6lidos son el dnico grupo de esteroides 
naturales que poseen una cadena lateral de m8s de dos carbonos 
orientada en a .  
Los compuestos presentes en estos subgrupos se diferencian por 
la posicidn y ndmero de grupos hidroxilo, Btomos de cloro y pre- 
sencia o ausencia de dobles enlaces y/o anillosep6xido. En la fi- ! 
gura 3 se presentan ejemplos de estructuras de withandlidos que 
contienen este tip0 de variaciones. 
GonzPlez y colaboradores lograron aislar de Withania  a r i s t a t a  
' P l u q .  , un glicdsido nerclado con el B-D-glucbsido del sitosterol, 
que por hidrelisis Bcida y separaci6n cromatogrlfica permitib ais- 
16 lar a1 la,14a-dihidroxi-22R-witha-5,24-dienblido - 20. Sin embar- 
go no se llegd a detectar en este trabajo el resto del azdc%x, pmi- 
r . 
I .  I I 
se informaron las constantes fSsicoqulmicas del glicbsido. 
- ; I .  1 
withaferina A 
withsperuvina 12 
Figura 3: Estructura de algunos withandlidos con esqueleto este- 
roidal no modificado. 
jaborosalactona A fi 
* 1 1  
fisalolactona 13 
daturolactona B 15 I 
withanona 
dienolido 18 . 
-
Figura 3 :  continuacidn 
ndlido 2 
El primer glicdsido totalmente caracterizado perteneciente 
a1 grupo de 10s withanblidos, fue aislado de las fracciones pola- 
res del extract0 etereo de hojas da PhysaZis poru~iuna?~ll mismo 
se identific6 como 3-O(B-D-glucopiran'osido) fisalolactona B 21. 
-
~ecientemente se aislaron dos nuevos glicdsidos de Dunatia 
aust%aZis , tambi6n caracterizada como Acnis tus  a u s t r a l i s  
llamados dunawithaninas A y B..181as estructuras de 10s nuevos com- 
puestos se determinaron a partir de datos fisicos y transformacio- 
nes quImicas como (20R, 22R)- 3-O(2 I ,  3'-di-0- ( B-D-g Iucopiranosil) - B- 
D-glucopiranosi1)- 3  B, 20-dihidroxi-1 a-acetoxi-witha-5,24-dienbli- 
do - 22 y el correspondiente 3-O(6-D-glucopiranosil ( t?,x) -  0 -  
D-glucopiranosil) ,compuesto 23. 
-

*PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LO5 WITHANOLIDOS 
Durante muchos anos se atribuyeron diversas propiedades te- 
rapduticas a las plantas dc ~ i t h o n i a  sornntfera. Algunas tribus 
sudafricanas usaron sus raZces y hojas con distintos propdsitos 
medicinales, atrayendo la atencidn de 10s pobladores europeos 
quienes utilizaron la pasta de hojas en el tratamiento de la eri- 
sipela. En la India usaron esta planta por sus propiedades seda- 
I 'yr j t 9  
tivas, hipnbticas y an;iskptkcas; .sin embargo la mayoria de 10s 
estudios realizados a comienzos de este siglo no confirmaron las 
propiedades mencionadas. 1 9  
A1 aislarse 10s primeros withandlidos en forma pura y cris- 
talina, se realizd un mejor estudio de 10s mismos, encontriindose 
que la withaferina A - 8 no sdlo presentaba propiedades antican- 
cerigenas 20-25~ido tambign una notable actividad bacterioststi - 
ca 26-30, - -  ejerciendo ademiis accidn inmunosupresora. 31,32 
Tambien se encontr6 que la withaferina A y el withandlido D 
9 inhibzan la formaci6n de Bcido ribonucleico (ARN) en el sarco- 
- 
ma 180 de cglulas cancerosas a una concentracidn de 40~gr/ml. 33 
Por otra parte la withaferina A inhibe la sintesis de protexnas 34 
y el desarrollo de hongos3'e inversamente, nucle6filos bioldgi- 
cos y algunos microorganlsmos actdan sobre ella. 36,37 
La actividad anticancerlgena de la withaferina A se ha eva- 
luado en forma mas extensa investigando su accidn contra el sar- 
coma 180, el sarcoma negro, el carcinoma ascxtico de Erlich el 
adenocarcinoma mamario E0771 en ratas. 38 !;w 
I- 
Se estudid tambiCn la actividad de varios withanglidos fren- 
10 
las larvas de Spodoptera ZCttoraZis entre ellos withan6- 
do E 10, 4 ~ - h i d r o x i w i t h a n b l i d o E 2 4  (principales componentes de 
- -- 
ysalis peruviana), y withanblido S t ~ . ~ ~ ~ l ~ u n o s  de esto  corn- 
- 
puestos inhiben la alimentacidn de las larvas, siendo critica 
la sustitucidn en 10s carbonos 4, 5 y 6 en la actividad desarro- 
llada. El withandlido E es el que presenta mayor actividad,; la 
-4 l k .  L 
adicidn de un grupo hidroxilo en posicidn 4 6 reduce. esta acti- 
vidad en un factor de 10, mientras que la hidrdlisis del 5,6-ep6- 
xido a 5,6-diol, sistema presente en withandlido S, conduce a 
una inactivacidn total. 
Recientemente se comprob6 la actividad 
del 3 8-hidroxi-2,3-dihidro-withanblido - 26, 
de frutos de Yithania c ~ a ~ u l a n s . ~ ~ ~ n  dosis de 10 mgr/kgr este 
compuesto actda sobre 10s edemas y granulomas, en condiciones sub- 
agudas, causadas por formaldehfdo inyectado en ratas. Se determi- 
n6 que su actividad en peso, es 5 veces mayor que la de fenilbu- 
24 4 B-hidroxi - 50,60- epoxi 
-
( 4 B, hidroxiwithan6lido E) 
25 5a,6B-dihidroxi 
-
(withan6lido S) 
tazona y aproximadamente igual a la de la hidrocortisona. Por 
otra parte se comprobd que este  withmelido no afecta el siste- 
ma nervioso central. 
'HO 
WITHANOLIDOS EN LA QUIMIOTAXONOMIA 
Mediante estudios realizados en la planta Withania somni- 
fera, se comprobd que la misma existe como distintas poblaciones 
morfol6gicamente indistinguibles unas de otras, que difieren qui. 
micamente de acuerdo a1 tip0 de withan6lidos que contienen. 
Tales poblaciones de plantas se designaron como quimiotipos, 
identificgndose en Israel tres quimiotipos distintos (1-111). 
El principal constituycnte del quimiotipo fue withaferina 
A 8, la cual estaba acompafiada por pequefias cantidades de otros 
- 
withanb1idos.A pesar de la caracteristica general de Withania 
somnz'fera de introducir grupos hidroxilo en el esqueleto esteroi- 
dal, no se encontrd en el q-uimiotipo I ningtin compuesto con un 
sustituyente hidroxilo en carbono 20, siendo 10s principales corn- 
ponentes 40-hidroxi-5,6-epoxi withanblidos. 
El quimiotipo I1 contenfa s610 20-hidroxi with~ndlidos.~~~l 
prlnclpal withan6lido constituyente result6 ser el withanalido D 
9, el cual se encontraba acaarpafiado de otros withandlidos con 
- 
grupos hidroxilo adicionales. 
El quimiotipo 111~~tanbibn contenia s6lo 20-hidroxi withand- 
lidos, 10s cuales podIan dfvidirse en dos grupos: a) con cadena 
lateral orientada en 0; b) con cadena lateral orientada en a.Nin. 
guno de 10s withandlidos aislados en este quimiotipo poseian hi- 
droxilo en carbono 4. Con excepci6n del withandlido E 10 el cual 
-9 
poseia el sistema 5 0,6  0-epoxi, todos 10s componentes del grupo 
tenfan un doble enlace en esta posicibn. 
Se supuso que la formacidn de 10s distintos componentes en 
13 
plantas pertenecientes a un mismo genero tenia carscter genetic0 
lo cual se confirm6 realizando cruzas reciprocas por polinizacign 
4 entre distintos quimiotipos de Withania somnZfera.La cruza de 10s 
quimiotipos I yI11 produjo a1 withanblido D 9 como product0 pre- 
- 9 
dominante, el cual no se detect6 en 10s quimiotipos padres, mien- 
tras que withaferina A 8 el principal componente del quimiotipo 
-*  
I, se encontraba ausente y el withan6lido E 10 permanecia presen, 
-
te en la descendencia como una herencia del tip0 padre I11 
Como observacidn general se puede decir que las plantas que 
producen 20-hidroxi withan6lidos no producen 20-desoxi withanb- 
lidos, siendo una excepcidn la presencia conjunta de withaferina 
A y withanblido D en el tip0 africano de Withonta s o n n ~ f e r a ~ ~  de 
17-desoxi-20-hidroxiwithanona - 27 junto con 17-desoxiwithanona - 28 
en Lycium chinese . 43 
Los resul tados obtenidos por cruias de dis tintos quimiotipos 
sefialan la posibilidad de lograr un control genbtico, pudiendo 
acumular withandlidos no encontrados en poblaciones naturales, o 
1 4  
transformar componentes menores en mayoritarios. No se ha ana- 
l t Y - I f  
i m  lizado hasta el momento la presencia de distintos quimiotipos en 
plantas de otros generos que contienen withanblidos. 
COMCLUSIONES BIOSINTETICAS OBTENIDAS A PARTIR DE PRODUCTOS AIS- 
LADOS DE WITHANIA SOMNIFERA. 
4 Lavie y colaboradores propusieron un camino biosintgtico hi- 
potgtico a partir del anslisis cuali y cuantitativo de 10s witha- 
nblidos obtenidos a partir de cruzas por polinizacibn entre dis- 
tintas especies de Withan ia  somnZfera. El mismo conduce a la sus- 
tituci6n de 10s anillos A y B a partir de un fitoesterol precur- 
sor, como se indica en la figura 4. 
El primer paso seria presumiblemente la hidroxilacibn en car- 
bono 1 ,  la cual tendria lugar por el lado menos impedido de la mo- 
lecula. El intermediario 5-en- )a,3B-diol (I), se oxidaria seleci - , 
tivamente a la correspondiente cetona I1 la cual daria el siste- 
ma 2,s-dien-1-ona (111) (encontrado en varios withan6lidos) por 
unab-eliminaci6n. Todos 10s compuestos que poseen la estructura 
111 son bastante inestables y deben ser reducidos a 2,3-dihidro 
derivados para prevenir la oxidacibn. Es notable que el sistema y' . 
t~ona saturado ha sido encontrado raramente en esta serie en la 
naturaleza. 
-a ' .  
El camino biosintgtico se ramigicaria en este punto hacia va- 
rias direcciones: a) hidroxilacidn en carbon0 4 
b) epoxidacien de carbonos 5 y 6 
cj hidroxilacibn de carbonos 5 y 7 
Figura 4: Camino biosintetico propuesto por Lavie y colaboradores 
para la funcionalizacibn de los,aaillos A y B. 4 
1 
-%- - ;. - - 
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La hidroxilacidn en carbon0 4 conduciria a la estructura 2,s- 
en-48-01 (IV) la cual se epoxidaria rspidamente dando V. Mien- 
as que la estructura IV se encuentra ~ 6 1 0  en componentes mino- 1 
tarios, V se presenta en alrededor de 16 compuestos, entre ellos 
4 
withaferina A 8 y withandlido D 9. 
- - 
La epoxidacidn de 10s carbonos 5 y 6 daria lugar a1 sistema I 
VI, encontrado por ejemplo en jaborosalactona A - 11. Por poste- 
rior apertura hidrolitica del epdxido se obtendria el sistema XI11 
presente en jaborosalactona D - 29. Las estructuras VIII y IX son 
1 
raras dentro de la serie de 10s withan6lidos. La epoxidacidn es- 
tereoespecifica de IX darPa el sistema 5-hidroxi-6,7-epoxi (X), 
encontrado en withandlidos de Withania somnz'fera del tipo hind6 
' ' - 
y de Nicandra physa to ide s .  - 
El resto de las estructuras de la figura 4 representan pro- I 
bables intermediarios que darlan lugar a la formacidn de compo- 1 
nentes minoritarios postulados como precursores. 
'i 
-. . . I " 17 
44 Por otra parte Vande Velde y Lavie aislaron tres compues- 
i tos de W-l thania coagutans ,  vunaZ.identificados como 8-sitoste - 
rol, 30-hidroxi-2,3-dihidrokithanblido F 26' - y ergosta-5,25-dien- 
38,24E-diol - 30 y consideraron a 10s dos tiltimos como posibles pre- 
cursores de 10s withan6lidos.En base a esta suposici6n y consi- 
derando a1 24-metilencolesterol como precursor de withanblidos, 
propusieron un camino biosintetico que daria lugar a la forma- 1 
cidn de la cadena lateral de estos compuestos (Figura 5). I re- 
presenta al 24-metilencolesterol; el fitosterol aislado I1 lle- I 
varia a I11 por hidroxilacibn en carbon0 22, una reaccibn bien co- 
nocida en la biossntesis de esteroides en la naturaleza. A par- 
- 
- -  - (1; +m 
tir de este punto son posibles dos hipbtesi-h 1 '  . .. 
C - L 
a) ciclaci6n de I11 para dar IV, el que luego se oxida a V 
b) oxidaci6n del isbmero alilico VI para dar VII cuya posterior 
ciclacign conduce a V. 
La estructura de un lactol del tip0 V se encontrb en varios witha- 
ndlid~s~'-~~ ( r  5 .  1 ) ;  la oxidacidn del mismo conduce a la 
lactona VIII, caracteristica en la estructura de 10s withandlidos. 
Figura 5 :Posible camino biogengtico que sondoce a Za formacidn 
44 de la cadena lateral de 10s withan6lidos. 
DESCRIPCION Y DISCUSION 
DE LOS RESULTADOS 
CAPITULO XI i 
WITHANOLIDOS EN 
ANTECEDENTES 
La planta Acnistus brevif torus (Grisebl, tambign caracte- 
rizada como DunaZia brevi,fZorus, es oriunda del noroeste de la 
Argentina. 
Se ha publicado una descripcidn de la planta con el nombre 
de Acnistus parviftorus,49en la cual se hace un analisis cuali 
y cuantitativo de algunos componentes, determingndose solamen- 
te el contenido en alcaloides, azbcares, saponinas, ceras, re- 
, 1 .. 
sinas y grasas. 
Juliani y c o l a b o r a d ~ r e s ~ ~  la investigaron con el Gnico ob- 
jeto de aislar de ella withaferina A 8. Este grupo hizo lo mis- 
- 
mo con otras Acnistus argentinas, encontrando que el contenido 
de withaferina A, varia con la 6poca de recoleccidn de las ho- 
jas; ass, por ejemplo, en Acnistus breviftorus (Griseb) ( pro- 
venientes de Termas de Reyes, Jujuy), el contenid0 result6 m- 
yor en muestras recolectadas en noviembre que en aquellas ob- 
tenidas a fines de febrero. 
Posteriormente se realizd un estudio de 10s extractos de 6 -  
ter de petrdleo y 6ter etilico de hojas de esta planta prove- 
nientes de la provincia de Tucumgn. s 5 2 ~ o s  componentes prin- 
cipales de este 6ltimo extract0 eran withanblidos, pigmentos y 
resinas. Esta mezcla se purific6 por columna cromatdgrafica de 
silicagel aisldndose cinco withandlidos de estructura conocida. 52,53 
Los componentes mayoritarios fueron identificados como withafe- 
rina A - 83 ~ 2 1 ~  j aborosalactona A 11. 5 4 ~ e  aislaron ademds j aboro- 
5 5  salactona D 29, jaborosalaet#a - _  . E 5255y un artefact0 fomado 
durante la extracci6n con metaml en caliente, identificado ante- 
riormente como 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A - 33 p56 ( ~ i ~ u r a  6).
Lavie y colaboradores7 realiraron tanbien un estudio del ex- 
tracto clorofdrmico de plantas de Acnietus  b r e v i f t o r u s  cultivadas 
en Israel, a partir de semillas provenientes de la Argentina. Por 
cromatografia en columna de sIlicagel de dicho extract0 se aisla- 
ron nueve withanblidos, cuatro de 10s cuales resultaron compues- 
tos no descriptos hasta ese momento. Los compuestos que se encon- 
traron en mayor cantidad fueron: withaferina A y 2,s-dihidrowitha- 
ferina A - 34. ' 560tros compuestos conocidos aislados como componen- 
tes minoritarios fueron:24,25-dihidro-2t-desoxiwithaferina A 35, 
1 27-desoxiwithaferina A 36 y 66-cloro-SB-hidroxiwithaferina A 37 9 
- -
Los cuatro compuestos nuevos aislados fueron: 2,3,24,25-tetrahidro- 
27-desoxiwithaferina A - 38, 2.3-dihidro-27-desoxiwithaferina A -9 39 
5,6-desoxiwithaferina A - 40 y 2,3-dihidro-5,6-desoxiwithaferina A 
41 (Figura 7). 
- 
La comparacidn de 10s compuestos aislados por Bukovits y 10s 
encontrados por Lavie y colaboradores indicaria que el tipa de 
withandlidos producidos por la planta depende del lugar de creci- 
miento, si bien no puede descartarse la existencia de distintos 
quimiotipos dentro del genero Aonistus que podrian justificar las 
diferencias encontradas. Es una caracterlstica cornfin de 10s witha- 
ndlidos aislados en Israel la presencia de un grupo hidroxilo en 
posicidn 4 8, mientras que en las plantas provenientes de 
R:CH jzborosalactona D - 29 
R:C1 jaborosalactona E - 32 
Figura 6 : withandl.idos aiaqdpf cyltivados + . . -1': en 
5 2  b ,  7 la Argentina. 
R:OH withaferina A - 8 
ferina A - 39 
withaferina A 38 
-
rina A 35 
-
ferina A - 42 
6a-dloro-5 B-hidroxiwithafe~ ina A - 37 
Figura 7 : withandlidos d e  AcnCs tus brov i  f Zorlur  cul  tivados 
7 
en Israel. 
,Tucumln se encuentran varias f l ~ ~ o s & 2 a c t o n a s  (4-desoxi withanb- 
. . 
)i 
lidos). En ambos casos no se *ncontnron compuestos hidroxila- 
dos en carbonos 17, 20 y/o I4 y la sustitucidn de 10s anillos A 
y B no presentaba demasiadaar ,yatiacian+s, como en el caso de 10s 
withandlidos aislados de Wifhangu sonm<fera. 
En este trabajo de tesis sa.~ontinub el analisis del conten- 
tenido de withan6lidos presentes en plantas de Aonietue b r e v i f  20- 
rus provenientes de la provincia de Tucuman aislando 10s compo- 
nentes rninoritarios no aislados por &ikovitsSZ y conparando sus 
estructuras.con la de 10s withanblidos aislados por ~ a v i e ~  de 
plantas de este genero cultivadas en Israel. Dado que la forma- 
cidn de artefactos por extraccidn con aetanol o etanol en calien- 
te,las similitudes 'estructurales entre 10s withandlidos y la pre- 
sencia de pigmentos en 10s extractos, resultan en tediosas y com- 
plicadas separaciones, se tratd de encontrar un mdtodo de extrac- 
cidn y separacidn que permitiera superar estos inconvenientes. Con 
este fin 10s withandlidos se aislaron aediante la adaptacidn de 
58 
un metodo descripto para plantas de Withania eomnCfero , que con- 
siste en la extraccidn directa Be fas hojas frescas eon dter etf- 
lico en frio durante 24 horas, y 10s resultados obtenidos se con- 
pararon con 10s withan6lidos aislados'por mdtodos tradicionales- 
LOS extractos obtenidos en antbbs CaSOS Se fraccionaron Par cro' 
matografza liquida de alta resalucibn (CLAR) luego de ser conve- 
nientemente prepurificados. 
! 
lofETODOS DE AISLAMIENTO Y 
El aislamiento de wit lidos se realiza usualmente a par- 
.- 
tir de las hojas secadas a2 &ire, gar extracci6n en caliente con 
me tan01 39520 etanol?'~ste tr~tamiento da lugar a la formacidn de , 
- 
- 
I '  ' ,  
% artefactos (e jemplo: 2,3-dwdro-3-metoxiwithaferina A 33) que corn* 4 
. -- 
. .:.a - \ plican la posterior separacidn. I.,.-  - . , . q  -: -. 3-; 
.*. . . Los withandlidos aislados se separan tradicioaslnente por 
3 s  '$0 alhina2'como odsorbenta cromatografla en silicagel 
fracciones recolectadas se purificm por cromatografLa en capa 
nezclas . '~n algunos casos se logran separaciones por oxidrcidn 
- 
delgada(ccd) preparativa o por cristalizaciones sucesivas de les 
selectiva de 10s corn onentes de l a  mezcla con ~n~~,'dado puc es- 
- ; R , . -7; Is[,! ' p a 
te reactivo oxida selecti; a"icoho1es altlf cos permi- 
tiendo separar, por ejemplo, 2,%.24,2S-tetrahidrowithaferina A 
38 de la 27-desoxiwithaferina A 36.En este caso ~6x0 ge oxida el 
- - 
segundo compuesto y 10s productos son fgcilmente sbparablss por 
ccd preparativa. 
Se ha utilizado tambidn la cronatografTa llquida de slta 
resolucidn (CLAR) en la separrcidn de withandlidos (aunque nun- 
ca se aplic6 la misma a1 fraccionsmiento de extroctas con fines 
preparatives) . Gustafson y eolaboradoresS9 utiliraron este me- 
todo para separar withaferina A - B-de varios derivados qufmicos . 
y microbianos de la misma, encontrando que en la$ columnas de 
CorasilI y Porasil A (61 0,2 tin DI), la resolucidn de las mez- 
I ' R I  
clas era inferior a la obtenida con ~Porasil (30x 0,4 cm DI). 
I 
, ,  
Usaron mezclas de acetato de stilo y hexano como solventes de 
- 4 
- 
elucibn y un detector de *dice de refraccibn. 
Kirson y colaboradores6usepararon por CLAR varios withanb- 
lidos que diferian entre si principalmente por el nfimero y.po- 
sicibn de sustituyentes hidroxilo. Usaron Porasil A como relle- 
no de columna y mezclas de hexano e isopropanol como solvente, 
lo cual les permiti6 trabajor con un detector uv aproximadamen- ::$ 
.. > 
te 1000 veces mls sensible gus el usado por Gurtafson. Para corn- 
pensar la baja eficiencia d e l  adsorbente usaron una columna de 
366 cm de largo y aproximadanente 2 mm de dilmetro interno (Dl) 
convenientemente arrollada, llegando a detectar 5 ngr de compues- 
to, mientras que las cantidad~s m8s pequefias detectadas utili- 
zando un detector de.Indice ds refraccidn fueron entre 1-9 pgr. 
Sin embargo en 10s cromatograrnas ob enidos 1 
- I; 
sentaban tiempos de retencidn largos (entre 
ocasionaban picos anchos y asimbtricos. 
Tambien se us6 CLAR para separar componentes de P h y s a t i s  
peruviana y Nicandra physatoides ( a )  Gaerth var .  aZbi f Zoru, 61 
mediante una columna de Lichrosorb Si-100n 5 vm ( 2 5 0 x 4 , 6  mm DI). 
I "I iU 
Como eluyente se utilizaron mezclas de isopropanol, cloruro de 
metileno y acetonitrilo, logrhdose buenas separaciones. 
Los intentos para separar mezclas de withandlidos usando 
CLAR en 'fase reversa, para lo cual se .utilizaron columnas de 
C18 Porasil y fenil Porasil (Haters), no fueron exitosos ya que 
10s autores no lograron retsncidn con metanol y/o agua como 
solvente de elucibn. 59 
Extracci6n y fraccionamineto de material vegetal 
Extracci6n con metanol en ealiente: 62  
La planta recolectada en TucumSn en el mes de diciembre, se- 
cada a la sombra a temperatura ambiente y molida, se extrajo en 
un soxhlet durante 5 dias con metanol. El extract0 metandlico se 
toncentrb, se le agreg6 agua (volbmenes iguales) y se extrajo a 
su vez varias veces con 6ter de petrdleo para desengrasarlo. La 
solucidn metan6lica-acuosa restante se extrajo exhaustivamente 
con dter etilico y luego de secar la solucidn etdrea sobre sulfa- 
to de sodio anhidro, se evapord a sequedad obteni6ndose un re- 
siduo s6lido verde oscuro. El residuo fue cromatografiado en co- 
lumna de silicagel usando como eluyente mezclas de cloruro de me- 
tileno-metanol, con lo que se eluyeron de la colurnna fracciones 
que por recromatografIa y posteriores recristalizaciones permitie- 
ron aislar 10s cinco withan6lidos descriptos previemente por Bu- 
kovits: withaferina A - 8, 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A -9 33 
jaborosalactona A -s 1 1  jaborosalactona D - 29 y jaborosalactona E 
32."~a identificacidn de 10s aismos se complet6 por aplicacidn 
- 
de espectroscopia de resonancia magn6tica nuclear a estos compues- 1 
tos (ver p5g. 8 5). 
Las fracciones intermedias conteniendo mezclas de compuestos, 
algunos distintos a 10s indicados anteriormente, no se pudieron 
separar por las tdcnicas tradicionales y fueron fraccionados por 
CLAR. 
Ektraccidn con gter etPlico e~ ,frZo 
Se utilizaron hojas recoleetadas de cuatro plantas diferentes 
provenientes de la zona de "H~reo Molle" a 2 km de la ciudad de 
Tucumbn. Las hojas recign cortadas se colocaron en dter etflico 
en un lapso no mayor de 4 minutos, dejsndolas a temperatura am- 
biente en lugar fresco una semana. Luego de separar la fase acuo- 
sa se hizo una extracci6n igual a la anterior y 10s extractos reu- 
nidos de ambas extracciones se concentraron, se llevaron a seque- 
dad, se prepurificaron usando columnas de silicagel H eluidas ba- 
jo presidn con aire comprimido y se fraccionaron por CLAR. 
Aplicacidn de cromatografia lIquida de alta resolucidn a la sepa- 
racidn de withandlidos 
Se realizaron estudios usando columnas de silicagel y de fase 1 I I 
reversa. En el primer caso se lograron condiciones para la sepa- 
racidn y analisis cuantitativi que fueron utilizadas con Cxito en 
10s estudios biosintCticos que se describen m5s adelante. 
El uso de CLAR en fase reversa permitid separar mezclas com- 
plejas de withandlidos constituldas por productos naturales mgs 
artefactos que no se habLan podido resolver usando columnas de si- 
licagel tradicionales. 
Separacidn en columnas de silicagel 
Las separacionesse llevaron a cabo usando una columna Li- 
30 
- - Chrosorb Si-100 ( 250 x 4,6 rn , Hewlett -Packord). El eluyen- 
te fue elegido en base a 10s resultados obtenidos en cromato- 
grafla en capa delgada de sflfcagel de alta resoluci6n con pa- 
trones de withaferina A 8, jabrosalactona A 1 1  y jaborosalacto- 
- -
na D - 29. Las placas cromat6gr8ficas se desarrollaron con mezclas 
de acetato de etilo-hexano, aestato de etilo-ciclohexano, iso- 
propanol-hexano e isopropanol-cielohexano en distintos propor- 
ciones. Los mejores resultados se obtuvieron con raezclas de iso- 
propanol-hexano (1 :9) y con acetato de etilo. 
En la Tabla 1 se resumen 10s resultados obtenidos con 10s 
- 
distintos sistemas probados. Bn todos 10s casos se utilizsron so- 
luciones de los tres patrones aencionados .anteriornent&. El uso 
de isopropanol- hexano (1 : 9) c b o  eluyente (l5nea 1) bresentd el 
inconveniente de la baja solubilidad de 10s withandliQos en di- 
cha mezcla. En consecuencia las muestras analizadas fusron disuel- 
tas en diclorometano-metanol (?:I). Los resultados ~btenidos no 
fueron satifactorios debido a 10s tiempos de retencign elevados 
(6 a 8 horas) y a las perturbaciones introducidas en los croma- 
togramas por el solvente de inytccibn. Se decidid por I s  tanto 
cambiar el eluyente por otro qut perwitiera ser utilizado para 
disolver las muestras analizades. 
El uso de acetato de etilo como solvente de elucida (lznes 
2) present6 la ventaja de disolvsr sin dificultad 1 mgr de witha- 
n6lidos en 1 ml de solvente. Sin embargo fue necesario utilizar 
un detector de Indice de refraccidn, pues el acetato de etilo ab- 
sorbe a 225 nm, observfindose una disminucidn de la sensibilidad; 
-enla figura 8 se representan 10s cromatogramas obtenidos utilizan- 
do este sistema. 

JAin min 
Figura 8: Cromatogramas obtenidos en las condiciones indicadas en 
la l h e a  2 (tabla I )  &e los compuestos &, 11 y 29. Las ma- 
-
sas y 10s tiempos de retentien fueron: - 1 1  ( S o a r ,  4,63 min) 
8 (50igr, 6.43 min), 29 (50&r, 7.67 nin). 
- 
4,87 7,' fp@ 
8,90 L -J%jjjc 1 '- . . 
min min min 
Figura 9: Cromatogramas obtenidos segdn las condiciones indicadas 
en la llnea 3 (tabla 1) de 10s compuestos g, - 1 1  y - 29. Las 
masas y 10s tiempos de retencidn fueron: fi (10rgr,4,87 mil ' I 
8 (1 0 vgr , 7,17 -min). 29 (1 Ovgr, 8,90 min) . 
- =!& -G- , L  
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I 'oster iormente s e  logrd  aamcatar l a  s e n s i b i l i d a d  usando un 
d e t e c t o r  uv en una zona en l a  &a1 s o  S n t e r f e r l a  e l  a c e t a t o  de e -  
t i l o ;  p a r a  e s t o  s e  e l i g i d  unr,,X-&itud de onda de  335 nm ( l i n e a  
3) cor respond ien tea l  m8ximo s&cu&ario de 10s wi thand l idos  (ejem- 
p lo :  w i t h a f e r i n a  A - 8 : 214 n& ( e  1730Q), 335 nm ( c 165). En l a  f i -  
gura  9 s e  r e p r e s e n t a n  10s crgmatogrsaas obtenidos  usando e s t e  sis- 
tema. S i  b i e n  s e r i a  de  e s p e r a r  e l  nismo tiempo de r e t e n c i d n  para  
cada uno de 10s p a t r o n e s  que en e l  caso  a n t e r i o r ,  s e  observa en 
==l 
10s t r e s  casos  un .aumento d e l  mislslo ( l l n e a s  2 y 3 ) .  10 c u a l  po- 
drXa deberse  a  l a  menor masa inyectada  en e l  Gltimo caso. 
Los s i s t emas  a n t e r i s r e s  daban l u g a r  a  p i c o s  asim6- 
t r i c o s  p r inc ipa lmente  p a r a  los.componsntes m B s  p o l a r e s  (withafe-  
r i n a  A y j aborosa lac tona  D - 29) qua a f e c G b a n  l a  r e s o ~ u c i b n  y 
s e n s i b i l i d a d . E s t e  problema s e  pudo r e s o l v e r  agregando a 1  a c e t a t o  
do e t i l o  un s o l v e n t e  h i d r o x I l i c o  de poder e luyen te  s i m i l a r ,  d e t e r -  
rnSn6ndose por  ccd que l a  mezcla htxano-isopropanol (3:2) cumplia 
con e s t e  r e q u i s i t o .  U t i l i z a n d o  entonces una mezcla t e r n a r i a  ace -  
t a t o  de e t i l o -  hexano-isopropanol(30:3:2) como eluyenge (1Inea 4)  
se obtuvieron  10s cromatogramas indicados  en l a  f i g u r a t 0 -  
S i  b i e n  e s t e  metodo e r a  sensible y or ig inaba  p i c s s  a g u d ~ s  a6n 
para 10s componentes m B s  po la reo ,  10s tiempos de r e t e n c i d n  va- 
riaban d e n t r o  de  un rango demasiado pequeflo. Debido a e s t o  se de- 
c i d i d  d i sminu i r  e l  f l u j o  p a r a  mejorar  l a  r e so luc idn  ( l s n e a  5). 
En l a  f i g u r a  11 s e  r e p r e s e n t a e l  crolnatograma ob ten ido  a 1  a p l i -  
c a r  e s t e  s i s t ema  a una mezcla de los  t r e s  pa t rones  indicados .  
Con e l  p r o p 6 s i t o  de d e t e m i n a r  l a  longi tud  de onda a  l a  cual  
10s ~ i t h a n b l i d o s  presentaban mayor absorbancia ,  pe r0  s i n  i n t e r -  
rnin rnin min 
Figura 10: Cromatogramas obtenidos segdn las condiciones indicadas 
en la lXnea 4 (tabla 1) Be 10s compuestos g, - 1 1  y - 29. Las 
masas y 10s tiempos. de retencibn fueron, - 11  (1 Ougr , 4,09 
min), 8 (IOugr, 5,33 min), - 29 (IOvgr, 6,11 min). 
Figura 1 1  : Cromatogrnma dc una. mczcla artificial de 8, if y 29, 
en las condiciones indicadas en la linea 5 (tabla 1). 
Las masas y 10s tiempats d+ retencidn fueron: 11 (3,3pgr, 
5,86 min),Q (3,3rgrl 7,456 min), - 29 (3,3pgr, 8.64 min). 
@wiks~ia del solvente, re r e a g w - w n  .barridc ds 190 a 560 nm de 
vz - tfi < , ! L  
cada uno de 10s picos de una artificial. En la figura 1 2 
se auestra el resultadd obteni#6')n e l  caso de la jaborosalactona 
A - 1 1 ,  el cual es similar a 10s abtanides para jaborosalactona D 
29 y withaferina A 8.En base tr'astos resultados y dado que la mez- 
- - 
cia utilizada como eluyente era trasparente desde 256 nm, se deci- 
die utilizar el detector uv operando a 260 nm. 
Finalmente se tratd de mejorar la resoluci6n por medio de una 
nueva disminuci6n del flujo (l~nsa 6). En estas condiciones se pu- 
do resalver dentro de 10s 20 mfnutos luego de iny-ger, una mez- 
cla artificial de .cuatro withanblidos aislados de Acnfstus bre-  
vifZorus por extraccidn en caliehre segtn el mbtodo anpleado por 
~ u k o v i t s , ~ ~  (fig;ra 13). 
En base a 10s resultados mencionados anterioraente se analizd 
el contenido de withandlidos en el extracto,crudo de una hoja de 
Aanistus brev i fZorus  proveniengc de una planta de tres neses de 
eaad. La extracci6n se realizd con $ter etilico en Pv-50-durante 24 
horas y el extracto fue prepurificado a travds de uha columna cor- 
ta de silicagel 60 (Msrck). L O S  pigmentos menos polares y 10s witha- 
ndlidos se recobraron por elucidn con acetato de etilo. Este tra- 
taraiento elimind 10s pigmentos a9tmente polares que quedarZan re- 
tenidos en la sIlica y podrfan bterferir luego de realizar varias 
corridas sucesivas. Finalmenta el extracto filtradoese evapord, 
se redisolvid en acetato de e t i i a  [I  ml por hoja) y se analizd por 
CLAR. En la figura 1 4  se reprcawnra 41 cromatograma obtenido uti- 
lizando la misma colurnna que para trabajos analiticos descripta an- 
teriormente. Esta admitid 100 a 150 ugr de mezcla de withan6lidos 
Figura  
200 250 
Barr ido de 190 a  560 rim d e l  p i c 0  cor respond ien te  a - 11. 
Como r e f e r e n c i a  s e  u t i l i z e  e l  mismo s o l v e n t e  de  e luc i6n .  
. 
20 min ;E Figura  13: Crornatograma obtenido  segdn l a s  condic iones  ind icadas  en , 2 1  
l a  l i n e a  6 ( t a b l a l )  de 10s cornpuestos t$, - 11, - 29 y - 32.
Las masas y 10s tiemgos de r e t e n c i 6 n  fueron:  32 (2vgr,9,60 
min) ,  fi (Zvgr, 10,56 min),  - 8 ( 1 pgr ,  13,93 min),  - 29 
;T . . 4;. A. .;F;;, $... ,. :* 3vgr,  16,01 min). . - - .  - .  q . . A , .. _ .. .+_ ., 
. .r - .f 
1 C 
,T 1 min 
L :  
. figuka 14:Separacibn de withanelidol presentes en 03 exr*Lct 
do de una hoja dc AonQetue breu i f lorus  , @!hats )rgs~~.Jrd 
de withan6lidos : 1 , S mgr; volumen inyectado:jfl#rl]. 
Figura 15: Anllisis de las frntccionis recogidas en una Gnica corri- 
da (1 /10  del extracto original) a partir del extracto 
crudo de una hoja dt Aonistus b r e u i f t o r u s  . (volumen inyec- 
tado: 1 /20 de cada fraccibn) . 
sin que se afectara la resoluki6n, pudl6ndose por lo tanto separar 
I 
10s withandlidos presentes enuna hoja en 10 corridas sucesivas 
(tiempo total:200 minutos; volunen eluzdc : 80 ml).Como se pue- 
' ,  
de ver en la figura 14, se obtuvferon picas agudos y sim6tricos 
. , 
abn en el caso del withandlido <mas polar (jaborosalactona D 29) 
I 
por lo que las fracciones rscql&tidas en cada corrida fueron i- 
guales o menores que 1 ml. Las fraeciones recogidas en una dnica 
corrida (1/10 del extract0 original) se recromatografiaron inyec- 
tando 1:20 de la fraccidn dando lugar a 10s cromatogramas repre- 
sentados en la figura 15, verificandose de este moda la separqcibn 
de 10s withandlidos lograda. 
Separacidn en columnas de fase Feversa 
El uso de CLAR en fase reversa en la separacibn de withan6lidos 
se intent6 anteriormente 5610 una vez.lg~n este caso 10s autores 
informaron que no se observaba retencidn usando metanol o metanol- 
agua como solvente de elucidn. Sin embargo debido a1 progreso en e l  
- .  
desarrollo de columnas en fase reversa para CLAR, por ejemplo la 
disponibilidad de silica de 5 y 10 pm para columnas con alto por- 
centaje de grupos no polares unidos (ejemplo: octadecilsilano, ODS) 
y de placas cromatogrSficas de alta resolucidn en fase reversa, 
se decidid reinvestigar este sistema de separacidn en withandlidos 
Con este fin se estudid el comportamiento de cinco withan6lidos ya 
aislados de A c n i s t u s  bpsoifzopue (ver psg 2 1  ) en placas cromato- 
grdficas de alta r e s ~ l  ~ i 6 n  en fase reversa. Los resultados obte- 
I!, 
nidos se resumen en la tabla 2. 
- 
:> -- 
. Jr<->' 
39 
m l a  2:Comportaaiento G g$&$co de 10s withandlidos en C U R  
' ;&- 
analItica y en p l w d  m fase reversa. 
withandlidos Rf* 
jaborosalactona A 1 1  
-
jaborosalactona E 32 
-
2,3-dihidro-3-metoxi- 
withaferina A 33 
-
withaferina A 8 
- 
jaborosalactona D - 29 
* HPTLC RP- 18, metanol-agua (70:30) 
**Columns R-Sil 18 HL 10 pm (250 x 3 , 6  mm) ,metand-agua (65:35) 
2ml /min 8 
- 
Tr:tiempo de retencidn 
29 
-
10 20 min 
Figura 1 6 : Separacidn de una mezcla de patrones (E, 2 y 9) . 
40 
En base a esos resultados se intentaron separaciones en co- 
lumnas de fase reversa para lo cual se utilizd el metodo propues- 
to por ~unter~O(detector uv como sistema de deteccidn. 
I I  ' 4  
Se utilizd una columna de '~eflena con fase R Sil 18 
HL 10 Pm, la cual contiene un alto porcentaje de grupos O D s .  Uti- 
lizando el sistema metanol-agua (65:35)  como eluyente se logra- 
- 
rofi buenos tiempos de retenci6n afin para 10s componentes mls pola- 
res como se indica en la tablaF2,_ 
fi'g .., 
'4 La separacidn de withandli2os en fase reversa se ex endid a 
escala preparativa usando columnas de 500x10 mm rellenas con el ma- 
terial antes mencionado. En la figura 16 se puede ver el cromato- 
grama obtenido a1 separar una mezcla artificial de withaferina A 8, 
jaborosalactona A - 1 1  y jaborosalactona D - 29 aislados deAcnistus 
b r e v i f z o r u s .  Teniendo en cuenta 10s resultados mencionados anterior- 
mente se utilizd la CLAR en fase reversa en la separacidn de mez- 
clas complejas formadas por artefactos provenientes de la extrac- 
I 
cidn con metanol o etanol efi 'Ealiente, y withandlidos naturales. 
Tambign se aplicd este metodo en el aislamiento de withandlidos a 
partir de extractos parcialmente purificados. 
Separacidn de mezclas c o m p l e z  de withandlidos 
- . .  T '  ' -' 
",' , . I 
Las fracciones iqtermedias provenientes del fraccionamien- 
to de 10s extractos metan6licos o etandlicos en szlicagel, 10s 
cuales segiin se indic6 anteriormente (ver pSg2 5) contenfan mez- I 
clas complejas que no podPan resolverse eficientemente por 10s 
metodos tradicionales, fueron separadas en sus componentes por 
CLAR en fase reversa, utilizando la columna anteriormente mencio- 
nada para trabajos preparativos. Los compuestos aislados fueron 
identificados convenientemente por espectroscopia deresonanciamag- 
ndtica de 'H, 13c y espectronetrfa da masas como se detalla en el 
Las figuras 17a y b muestran la separacidn de 10s componentes 
de fracciones de extractos etandlico y metanblico respectivamente 
utilizando como eluyente una mezcla metanol-agua (70:30). Como 
se indica en la figura 17buno de 10s picos separados del extrsc- 
to metan6lico result6 ser una mezcla de dos compuestos, IX y X 
Estos fueron posteriormente separados usando una columna de mayor 
resolucidn (Altex Ultrasphere ODs 5 Pm, 250 xl0 mm) como se ve 
en la figura 18. 
Los compuestos 1 1 ,  X y VIII, fueron respectivmente identi- 
ficados como withaferina A -* 8 2,3--dihidro-3-metoxiwithaferina A 
33 y jaborosalactona D 29 todosellos encontrados previamente por 
- -9 
~ukovits''en plantas de Acniatus brevi  f Zorus provenientes de la 
provincia de Tucum6n. 
El compuesto I se identific6 como 2,3-dihidrowithaferina - 34 
descripto previamente por Kupchan y colaboradores2' y aislado por 
Lavie y colaboradores7 de plantas de Acnis tua  b r e d  f torus  culti- 
vadas en Israel. 
El compuesto IX result6 ser do-cloro-58- hidroxiwithaferina A 
37, aislado por primera vez por ~rujillo' 'de plantas de Withania  
- 
f ru tescsns  y posteriormente por Lavie y colaboradoreo de A c n i s t u a  
b r e v i  f Zoruscultivadas en Israel. 7 
El compuesto V se identified como S,6-desoxiwithaferina A - 40
I r I J  a 
U 
1 I I L 
10 20 30 min 
Figura 17 a: Separacidn por CLAR praparativa de una fraccidn pay- ' +  . 
. I  .= 
cialmente purificada (10ngr) a partir de un extract0 eta- 
- I . ? ,  d-, , . ' I  
ndlico de la plantavo .' '" ' 
Columna: Alltech R-Sil 18 HL 10hm (500~10mm) 
Eluyente: metanol-agua (70:30) Flujo: 4ml/min. 
-.. . L  
I VIII 
Figura 17-b: Separaci6n por CLAR preparativa de una fraccidn par- 
cialmente purificada (1 Omgr) a partir de yq qxtracto 
1 n -  . I  ' 
metandlico de la planta. 
Columna: Alltech 'R Sil 18 HL 10pm (500xlOrnm) 
Eluyente: metanol-agua (70:30). Flujo: 4ml/min. 
Figura 18: Separacidn por CLAR preparativa de una mezcla de 10s 
ComPuestos - 3 3  Y - 37 ( 5  mgr]. 
Columna: Altex Ultrasphere ODs 5 vm ( 2 5 0 ~  10 mm) 
E1uyente:metanol-agua (70: 30) Flujo: 4ml/min 
aislada anteriormente por Lavie y colaboradores7 de plantas de 
~ c n i s t u s  brevi f t o rus  (Israel). 
' a Los otros tres compuestos rtsultaron ser artefactos formadod -&i 
1 '  durante la extraccidn de hojas de Acn i s tu s  b r r v i f t o r u s  con sol- 
vente en caliente. 
El compuesto IV se identified como 2,3-dihidro-3-etoxijabo- 
rosalactona A - 42 el cual se formarsa a partir de jaborosalactona 
A - 1 1  durante la extraccidn con etanol en caliente, de manera an& 
loga a la formacidn de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33 a par- 
tir de withaferina A - 8. 
Los compuestos XI y VI se identificaron respectivamente coao 
5a-metoxi-4,5-dihidrojaborosalactona B - 43 y 5a-etoxi-4,s-dihidro- 
jaborosalactona B 44, 10s cuales se fomarlan a partir de jaboro- 
salactona A por alcohdlisis del epdxido. En la tabla 3 se des- 
cribe el comportamiento cromatogrifico de algunos de estos witha- : I. ndlidos en placas cromatogr6ficas de alta resolucidn en fase re- versa y en columna de fase reversa analstica. Comparando con 10s 
I valores detallados en la tabla 2 es interesante mencionar la 
inversidn en retencidn entre CLAR analItica y ccd fase re*erpa de al- 
I ta resolucibn. En el primer caso la 2,s-dihidro-38-metoxiwitha- 
I ferina A 33 es mbs retenida que la 5.-metoxi-4,s-dihidrojaborosa- 
, L& JactonaB - 43, mientras que esta situacidn es inversa en el 61ti- 
mo caso. 
Por otro lado a pesar que 10s tiempos de retencidn obtenidos 
en las separaciones anallticas y preparativas son concordantes 
la 6a-cloro-56-hidroxiwithaferina A - 37 se superpone en el pri- 
mer caso con withaferina A en vez de superponerse con 2,3-dihidro- 
4 4  R:EtO 
-
Tabla 3: Comportamiento cromatogriifico de 10s withandlidos en CLAR 
analitica y en placa e n  faSe reversa. 
withandlido 
I - 5a-etoxi-4,s-dihidro- 
1. jaborosalactona B - 44 
II 
jaborosalactona - ,  : F . I  B - 4 3  
=*L - 
6a-cloro-5 6-hidroxi- 
withaferina A - 37 
Rf* 
I I 1 - *HPTLC RP- 18, metanol-agua (70: 30) 
**Columns R-Sil 18 HL lorn (250x3,6 mm), metanol-agua (65:35) 
Aislamiento de withan6lidos por CLAR en fase reversa a partir de 
extractos prepurificados. #VJ%. 1 ti 
Los extractos crudos, asi como 10s parcialmente purificados 
a6n pueden contener pigmentos con tiempos de retenci6n grandes ba- 
jo las condiciones descriptas anteriormente. Estos pigmentos a1 ser 
retenidos afectarian la colunna Ayego de v rias separaciones su- 
- ,I a 
cesivas. A1 ser analizados por &d de aita resolucidn en fare re- 
versa, se determin6 que estos pigmentos tenXan un Rf mayor de 0,5 
cuando se utilizaba metanol como solvente de desarrollo; en conse- 
cuencia 10s pigmentos acumulados se eliminaron lavando la columna 
con este solvente una vez cada 5 a 7 inyecciones del extracto hag- 
# -  : 
' I  I 
ta obtenci6n de un eluido incoloro. En el caso de muestras alta- 
mente coloreadas se utilizd un metodo alternativo que consis- 
ti6 en hacer un pasaje previo de la muestra usando la misma co- 
lumna y metanol-agua (80: 20) como solvente de eluci6n. Bajo estas 
condiciones 10s withan6lidos eluian casi con el volumen muerto, 
pudiendose separar de 10s pigmentos que poseian mayor tiempo de 
retenci6n. 
En base a estos mgtodos se analiz6 una fraccidn altamente co- 
loreada obtenida a partir de un extracto metan6lico prepurificado 
por columna de silicagel seg6n tecnicas trqdiSi$@.a4%s - I La frac- 
.;.L . 
d - * I  
cidn fue analizada por placa de sllicagel ;n fase reversa y par 
CLAR analitica en columna, determingndose que contenia fundamen- 
talmente jaborosalactona A - 1 1  y un componente minoritario de Tr y 
Rf muy similar a 10s de jaborosalactona A (Tabla 4 ).Se puri- 
fic6 primer0 usando metanol-agua (80:20) como solvente de eluci6n 
Tabla 4: Comportamiento cromatogrtifico de 10s withandlidos en 
CLAR analftica y en placa en fase reversa. 
Rf* Tr (min) ** 
13,12 jaborosalactona A - 1 1  
lactona A 45 
-
*HPTLC RP-18, metanol-agua (70:30) 
iw 
.v 
* C  Columna R Sil-18 HLl- (250  x 3,6 mm), netadof-agua (65:ffl;kl/min 
I I 
-10 .20 min 
kigura 19: Separacidn por CLAR de una fraccidn cruda de 1 1  previ- 
-
mente purif icada. 
quitsndole de esta manera la mayor parte de 10s colorantes; pos- I I 
teriormente se tratd utilizando una nezcla metanol-agua (70:30) 
como solvente de elucibn y se aislaron de ella dos componentes co- 
mo se indica en la figura 19.El principal componente se identi- 
fic6 como jaborosalactona A ll, mientras que el otro componente, 
de tiempo de retenci6n ligeramente menor, se identific6 como 
2,3-dihidrojaborosalactona A 45, withandlido no encontrado ante- 
riormente en la naturaleza. Este ser5a el primer withandlido ais- 
lado con anillo A reducido, dentro de la serie de las jaborosa- 
lactonas. 
Tambign fueron analizadas otras fracciones obtenidas a par- 
tir de extractos etgreos de Acnistus breaiftorus, prepurificados 
por columnas de silicagel H. De ellas se aislaron flcilmente 10s 
withanblidos mayoritarios (jaborosalactona,A, jaborosklactona D 29 
I -
y withaferina A - 8) utilizando una mezcla de metanol-agua (70:30) 
coma solvente de elucidn y lavando periddicamente la columna con 
metanol. 
En las tiguras 20 a y b se representan 10s cromato.gramas ob- 
tenidos a1 analizar dos fracciones que contenlan como componentes 
principales mezclas de withaferina A 8 y jaborosalactona A fl 
- 
y de withaferina A y jaborosalactona D 29. De esta manera se ob- 
tuvieron cantidades apreciable de y$t4an6lidos puros en un tiem-, 
. ' ..Aq! I ,  I 7 j%T ..I - I 
po relativamente corto, que heron utiliza o s  como sustratos de 
las reacciones de degradaci6n detalladas m6s adelante. 
Figura 20:Separaci6n de 10s principales constituyentes presen- 
tes en fracciones obtenidas por prepurificaci6n a traves i 
de columnas de szlica H de un extract0 et6reo de A c n i s t u s  
b r e v i  f z ~ r u s .  
Columna: R-Sil 18 HL 10m(S00x1Omm). 1 
Eluyente metanol-agua (70:30) y metanol cada 5 a 7inyeccio 
- 
nes.Flujo: 4ml/min 
I 
a) masa total 10 mgr: - 8 (Tr:8,4min),29 - ( Tr: 4.8  min) 
b) masa total: 10 mgr: - 8 (Tr: 8,4 min), - 1 1  (Tr: 22min) - .  
5 1 
'~nBlisis cuantitativo de withandlidos en extractos de A c n i s t u s  
brev i  f Zorus 
En una primera etapa el andlisis cuantitativo de withandli- 
dos extraidos de A c n i s t u s  brevi f  zorus se realizd utilizando la 
cromatografta en capa delgada. Cuando se sembraron en una placa 
cromatogrlfica de silicagel G de 250 vm, 10, 20, 25, 50 y 75 vgr 
de withaferina A - 8 y se desarrolld la misma con acetato de etilo- 
I t  : 
b 
benceno (1 : 4), la forma e intensidad -de las manchas utilizando 
como reveladores vapores de iodo o Bcido sulfarico 50% permiti6 
una adecuada determinacidn cuantitativa. El Bcido sulf6rico 50% 
I 1  
result6 ser m5s sensible para distinguir en el rango 10-50 pgr, 
mientras que para valores mayores result6 conveniente usar va- 
pores de iodo. Los withandlidos en extractos fueron separados por 
ccd preparativa y se recuperaron de la sllica por elucidn conti- 
nua con acetato de etilo en frZo; las fracciones eluidas se con- 
centraron y recromatografiaron junto a una serie de patrones con- 
teniendo 10-25-50-75 y 100 pgr de withaferina A. La recuperacidn 
de withandlidos fue aproximadanente de 90-100 % para 100 vgr, 
siendo apenas menor para masas menores(cuando 10s withandlidos 
se eluyeron con cloruro de metileno-metanol 30% a reflujo, el por- 
centaje de withandlidos recuperado fue mucho menor).Este metodo 
ae cuantificacibn fue adoptado tambien para jaborosalactona A - 11 
y jaborosalactona D -9 29 y utilizado para determinar el contenido 
de withandlidos en las distintas etapas de crecimiento de las 
planticulas de Acnis tus  b r o v i f l o r u s  como se detalla mas adelante. 
En una etapa posterior el analisis cuantitativo se realizd 
por CLAR por el mdtodo del estandar externo. El mismo se basa en 
la comparacidn de las areas absolutas de 10s picos correspondien- 
tes a 10s compuestos de interds en muestras incbgnitas, con las 
Breas obtenidas a1 analizar muestras que contienen concentracio- 
nes conocidas de dichos compuestos. 
El mdtodo demostrd linealidad en el rango de concentraciones 
correspondientes a 10 rgr y 100 ugr para cada uno de 10s witha- 
ndlidos analizados. En la figura 21 se representa el cromatogra- 
ma obtenido con una solucidn de withaferina A - 8. En este caso 
correspondian 10040 unidades de Srea (u. a. ) por ugr de withaferi- 
na A. En forma similar se calcularon valores de 9320 u.a. /vgr 
. -% 
- 
'3 
para jaborosalactona A 1 1  y 9182 u.a. I llgr para -jaborosalactona l5 
29 - . Teniendo en cuenta estos valores se analizd el contenido de 
withandlidos en varios extractos de'hojas para poder calcular ac- 
tividades especificas en 10s ensayos realizados con precursores 
marcados, como se detalla en,d,qpftulo 4. 
' k  
il I 
En la figura 22 se representan 10s valores obtenidos para un 
extract0 de una hoja proveniente de una planta de 17 weses de 
edad. Se determind que la hoja contenIa 1,36 mgr de withaferina A 
y 212 pgr de jaborosalactona A, no detectandose en la misma ja- 
borosalactona D.En forma similar se analizd el contenido de witha- 
ndlidos en plantfculas de Acnis  trs brevi f ZQW y se comprob6 ade- 
mls por rnedio de analisis cornparativos, que el metodo del estandar 
externo reproducia 10s resultados obtenidos por comparacidn cro- 
matogrgfica en silicagel. 
Tr Area (u.a.) Area% 
Figura 21: Cromatograma obtenido a1 analizar 10 pgr de witha- 
ferina A - 8 por el mCtodo del estandar externo. 
u.a,=unidades de drea,Tr stiempo de retencibn. 11-y-1 .- 01.: ' 
' 'bC , '  
~ o n d i c i o n r s ' :  t a b l a  1'- (lfhea16y 
jaborosalactona A - 1 1  
I withaferina A 8 
- 
~ r '  (min) Area(u.a.) masa inyec- masa total 
tada b g r )  (ugr) 1 
10,25 98840 10,6 2 1 2  I 
Figura 22: SeparaciBn por CLAR del extract0 de una hoja de A c f l i s t u  I b j  
I 
brev i f2orua  (edad de la planta: 17 meses). 
Columna: LiChrosorb Si 100 (250*4,6 mm D I )  
Eluyente: acetato de etilo-hexano-isopropanol (30:3:2) 
Flujo: 0,4 ml/min. Vol.inyectado: 1/20 del extracto ori- 
ginal , . 
- - 
CQNCLUS I ONES 
La extraccidn de withandlidos con Cter etilico en frfo, pre- 
purificacidn de 10s extractos por columnas de silicagel H y p ~ -  
rificacidn final de las mezclas por CLAR, constituy6 un mdtodo 
repido y eficiente para la obtencidn de withandlidos mayoritarios 
sin formacidn de artefactos que dificulten la separacibn. La a- 
plicacidn de CLAR en la purificacidn de withandlidos permiti6 
ademgs separar componentes minoritarios que no pudieron aislar- 
se por tgcnicas cromatograficas tradicionales. 
Aunque todos 10s withan6lidos aislados por Lavie y colabo- 
radores de Acnis tus  b r e v i f  Z o ~ s  (ver p6g. 22 ) tienen un sustitu- 
yente hidroxilo en posicidn 4 0 ,  en plantas de este gdnero o- 
riundas de nuestro pafs es importante la presencia de jaborosa- 
lactonas, principalmente de jaborosalactona A -* 1 1  lo cual esta- 
ria indicando que las diferencias en las condiciones climaticas 
pueden afectar sensiblemente a la ocurrencia de ciertos pasos 
biosintgticos (por ejemplo, hidroxilacidn del carbono 4). 
Por otro lado la presencia conjunta de withaferina A - 8 y ja- 
borosalactona A en la misma planta contradice la hipdtesi~ de La- 
vie segGn la cual las plantas que producen d-hidroxi withanbli- 
dos no producen esta clase de compuestos sin sustituyente hidro- 
xilo en carbono 4. 4 
Parece ser una reaccidn predominante en estas plantas la re- 
ducci6n de dobles enlaces. La presencia de una lactona saturada 
como el caso de 24,25-dihidro-27-desoxiwithaferina A - 35 y de 2,3- 
24,2S-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A - 38 aislados por Lavie y 
7 
colaboradores  de p l a n t a s  de J 
56 
rtue b r e v i  f t o rus  c u l t i v a d a s  en 
I s r a e l ,  e s  una c a r a c t e r i s t i c a  poco com6n e n t r e  10s y i t b a n b & % B s ~  
. .Pi a 
y h a s t a  ahora s e  habia  encontrado Gnicamente en ~ i t h a n i a  somni- 
fepa d e l  t i p o  afr icano. '  E s  i n t e r e s a n t e  n o t a r  pue duran te  l a  h i -  
b r i d i z a c i d n  de e s t a  p l a n t a  con e l  quimiot ipo I1 ( I s r a e l )  e s t a  r e -  
ducci6n adquiere  c a r s c t e r  dominante8, l o  c u a l  i n d i c a  que una apro- 
p iada  combinacidn genetics puede l l e v a r  a  una ca r i i c t e r  dominante 
como e l  encontrado naturalmente en Ranistus b r s v i f t o r u s .  
E l  a i s l amien to  de l a  d ih id ro jaborosa lac tona  A 45, l a  c u a l  no 
fue  a i s l a d a  por Tschesche c o l a b ~ r a d o r e s ~ ~  de  p l a n t a s  de Joboroso 
i n t e g ~ i f o z i a ,  en l a s  cua les  se encontrd por  pr imera vez jaborosa-  
C .  
l a c t o n a  A -* 11 e s  o t r a  prueba de  l a  impor tancia  de l a s  r eacc iones  
de reducci6n  en Acnis t u s  brev i  f torus  , 
En ningdn caso s e  encontraron en e s t a s  p l a n t a s  wi than6l idos  
h i d r o x i l a d o s  en l a s  pos ic iones  14, 17  o ,20.  
/ 
ESTUDIO ESPECTROSCOPICO . 
Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL 
DE WITHANOLIDOS DE 
ACNISTUS BRE VIFLORUS 
IF' La elucidacidn de la estructura de 10s withandlidos requie- 
re un extenso trabajo quimfco y de interpretacidn de espectros. 
1 La espectrometria de RMN- N y de rnasas han jugado un papel impor- 
tante en la determinaci6n de la estructura de 10s mismos en 10s 
dltimos afios. Sin embargo no es siempre posible establecer sin am- 
biguedades el esquema de sustitucidn en el esqueleto de 10s witha- 
n6lidos teniendo en cuenta sdlamente este tip0 de datos espec- 
trales. 
Aunque se han publicado datos de R M N - n ~  de varios esteroi- 
des durante la dgcada pasada,631a aplicacidn de erte tipo de es- 
pectroscopla en la determinacidn de la estructura de 10s withanb- 
lidos ha sido largamente ignorada y sdlo recientemente aparecie- 
ron dos trabajos con la asignacidn de las sefiales de espectros de 
RMN-"C de varios withanalidos. 6 4 s 6 5 ~ n  uno de ellos Gottlieb y I 
c~laboradores,~~estudiaron el efecto que causaba la introducci6n I 
de distintos sustituyentes sobre 10s carbonos del esqueleto witha- 
nblido. Sin embargo estos autores basaron su discusibn en un con- i 
cepto err6neo del efecto Y. Debido a esto se realizb un nuevo a- 
I 
11 nglisis de dichos efectos basado en la reinterpretacidn de efec- 
I to y.realizada por Beierbeck y colaboradores. 66 
Inicialmente se hara referencia a las pro iedades espectros- 
I -. ;P cdpicas de 10s withanblidos, se darsn l d ~  kkT$cter~sticas gene. 
rales de 16s espectros ae , de resonancia magnbtica nuclear 
I 
1 ff y y se detallarli titular 10s valores obtenidos pa- 
ra la withaferina A - 8 . Dichos datos s e r h  utilizados luego en 
la elucidaci6n estructural de 10s withan6lidos aislados de 
A o n i s t u s  brevifzorus. 
ESPECTROMETRIA DE MASAS 
La fragmentacign del esqueleto carbonado puede ser considera- 
da en dos partes: a) la del anillo D y la cadena lateral por un 
lado,b) la del anillo B por el otro. 
En el primer tip0 estin agrupadas las rupturas 1, 2, 3 y 4 
(Figura 23), correspondientes a la pdrdida del anillo lactdnico 
(ruptura I ) ,  de la cadena lateral (ruptura 2), de la cadena la- 
teral mbs dos carbonos del anillo D (ruptbraA 3) . y  de la cadena 
lateral mbs tres carbonos del anillo D (ruptura 4). 67 
En general las tres dltimas fragmentaciones que pueden invo- 
lucrar transferencias de hidrdgeno o reordenamientos, son de po- 
ca importancia; el pic0 mas prominente es el debido a la ruptu, 
TkT , ' # -  
ra del enlace entre 10s carbonos 20 y 22 dando lugar en la witha- 
2 1 ferina A - 8 a1 ibn a (m/e=141). En el caso que exista un hidroxi- 
lo en carbono 27, por ejemplo en withaferina A , se produce una 
ruptura del iSn a, dando un i6n m/e=123 por perdida de agua. A su 
vez este pierde mon6xido de carbono dando un i6n de m/e=95, pu- 
diendo ocurrir otra perdida de mondxido de carbono que resulta 
en la formaci6n del i6n m/e=67 (Figura 24). 
La fisi6n del anillo B puede ser considerada coluo promovida I 
por un reurdenamiento de Mc Lafferty. S 4 ~ n  el caso de la withafari- 
na A se origina el i6n M' representado en la figura 2S.Producido 
este reordenamiento caben luego tres posibi1idades:a) la fisibn 1 
I 
6 con reordenamiento del epbxido produce el ibn c, el que pue& I 
ulteriormente perder acetileno para dar el i6n @ j  , 
I -  M 
I 
b) la pgrdida del fragment0 c con una transterencia de hidr6ge- 
. =  I - 
4 
Figura 23: Ruptura de la cadena lateral y del anillo D 
1" 
Figura 24:Ulteriores fragmentaciones del anillo lactdnico de 10s 
Figura 25: Reordenamientos y fragmentaciones comunes en SF,6P- 
epoxiwithanblidos. 
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nos puede s e r  asignada a1  i b n  de m/e 0285;  c )  l a  doble  f i s i 6 n  8 
r e sponsab le  d e l  ibn  f  y d e l  'ibn de m/e= 331, (despuds de una 
t r a n s f e r e n c i a  de h idrbgeno) ,  
La ausenc ia  d e l  epdxido modif ica e l  esquema de  f i s i d n  d e l  an i -  
110 B ,  como ocur re  en e l  caso  de l a  j aborosa lac tona  D 29, A s i  e s  
predominante l a  r u p t u r a  e n t r e  10s carbonos 5 y 7 dando e l  i6n  g 1 
de m/e=125, como s e  i n d i c a  en l a  f i g u r a  26. 
F igura  26:Fis ibn d e l  a n i l l o  B en ausenc ia  de  epdxido. 
La enona d e l  a n i l l o  A en I a  w i t h a f e r i n a  A 8 y der ivados  s e  
p r e s e n t a  como un s i s tema AMX a  campos ba jos :  HA a 6 6,95 ppm co- 
mo c u a r t e t o  (IH, Jm= 10,OHz, JAX=6,0Hz); HMa d 6,22 ppm como un 
dob le te  (IH, Jm=lO,OHz) y HX a  6 3.75 ppm como un d o b l e t e  (lH, 
JAX=6,0Hz). Figura 27-a. 
En l a  jaborosa lac tona  A - 11 y derivados en 10s que s e  encuen- 
t r a  ausen te  e l  h i d r o x i l o  de garbono 4,  e l  esquema de  p a r t i c i 6 n  
f a q ; . F  - 
I I  r I t - - a  de l a  enona d e l  a n i l l o  A ( f i g u r a  27-b) e s  d i f e r e n t e :  e l  h id rb -  
geno d e l  carbono 4 con orientacibnfiquereemplaza a1 h i d r o x i l o  de  
w i t h a f e r i n a  A con i d e n t i c a  o r i e n t a c i d n ,  s e  dispone en un Sngu lo -  
de c a s i  90°con e l  hidrdgeno de carbono 2 ,por l o  que e n t r e  ambos 
e x i s t e  acoplamiento a l x l i c o  msximo y l a  sefial d e l  protdn d e l  c a r -  
b o n ~  2 s e  t ransforma en doble doble te .  E l  hidrdgeno de carbono 4  
con o r i e n t a c i d n  a s e  encuentra  t a n t o  en l a  w i t h a f e r i n a  A como en 
l a  jaborosa lac tona  A c a s i  en e l  aismo plano que e l  hidrdgeno de 
carbono 2 ,  por l o  que no hay p a r t i c i d n  a l f l i c a  e n t r e  ambos.0bvia- 
mente e l  p ro t6n  de carbono 3 en l a  j aborosa lac tona  A aparece comq 
un doble doble dob le te  por  acoplamiento con e l  hidrdgeno de c a r -  
b o n ~  2 y 10s protones  no equ iva len tes  d e l  carbono 4 .  
A 
a b 
Figura 2 7 :  A n i l l o s  A y B en:4 wi tha fe r ina  A - 8;1) jaborosa lac tona  A 
En el espectro de withaferina A - 8 aparece una seAal bastan- 
te ancha a 6 3,20 ppm que integra para un protbn, la cual es debi- 
da a1 hidr6geno 6 desplazado a campos bajos por la presencia de 
un ep6xido en la moli5cula entre 10s carbonos 5 y 6. 
La sefial del metileno del carbono 27, aparece, como en el res- 
to de 10s withanblidos, como un singulete ancho a 6 2,05 ppm. 
El metilo de carbono 21 se presknta en withaferina A y derivados 
como un doblete a 6 1,05 pprn (J-7,OHz). 
El protbn de carbono 22 da lugar a una senal caracter~stica 
para todos 10s withanbli,dos ; sobre su forma y posicidn influyen 
evidentemente 10s sustituyentes en 10s carbonos 20, 17 y 23. Los 
compuestos que no tienen hidroxilo en carbono 20 tienen identica 
multiplicidad de sefiales a 6 4,22-4,40 ppm en forma de doble tri- 
plete (J22 9 23=1 2H2~J22920-22,23 13-3,SHz), producida por el acopla- 
miento de 10s hidr6genos de carbonos 23 y 20. 
Los estudios de 10s desplazamientos inducidos por solvente en 
la sefial del metilo 19 entre CC13D y C6D6-CC13D(1:l) en derivados 
de withaferina A condujeron en todos 10s casos a la conclusidn 
2 1 de que el anillo A se encuentra en conformacidn tipo bote , en 
el cual el grupo hidroxilo de carbono 4 ests en posicidn axial 
y el grupo carbonilo en carbono 1 se dirige por encima del anillo 
cerca del metilo. Estas conclusiones fueron confirmadas indepen- 
dientemente por el anglisis cristalogrdfico (utilizando difrac- 
.:I A. 
ci6n de rayos X) del 4~-acetato-27-p-bromo benzoato de withaferina 
A, el cual mostr6 a1 anillo A en una conformaci6n tip0 bote, a1 
anillo B en una conformaci6n de semisilla distorsionada, a1 anillo C 
en forma de silla y a1 anillo D ligeramente desviado de l a  forma 
Figura 2 8 :  Conformacidn de.10~ anillos A y B en withaferina A 8. 
. . 
- 
-;I <I 
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sobre con el carbon0 13 fuera del plano. 
La sefial del metilo esti obviamente influida por 10s sustitu- 
yentes que se encuentran en 10s anillos A y B (figura 28); en 
la withaferina A - 8 se presenta a 6 1 , 4 2  ppm, mientras que la se- 
fial debida a1 metilo 1 8  se presenta como un singulete a 6 0 , 7 2  
PP* 
A n l l i s i s  de  10s e s p e c t r o s  de RMN-IH a 500 MHz d e  w i t h a f e r i n a  A - 8
S i  b i e n  e l  e s p e c t r o  de RiQ4-'H de l a  w i t h a f e r i n a  A ha s i d o  
d e s c r i p t o  y asignado por  o t r o s  a u t o r e s ,  2 1 r e s u l t 6  de i n t a r e s  e l  
a n d l i s i s  de d icho  e s p e c t r o  obtenido a  campos e levados  (11,75 t e s -  
l a ,  f r e c u e n c i a  de resonancia  de  l ~ : ~ ~ ~ ~ ~ z ) ,  * ( f i g u r a  29) ,  a s f  como 
1 1  e l  d e l  e s p e c t r o  bidimensional J- H- H ( 2 D J )  ( f i g u r a  30). 
E s t e  Gltimo t i p 0  de e s p e c t r o s  t i e n e  l a  v e n t a j a  de  o r i g i n a r  mul- 
t i p l e t e s  a s i m 6 t r i c o s  en 10s casos  en que e s t a n  involucrados aco- 
plamientos f u e r t e s ;  ademis en 10s e s p e c t r o s  bidimensionales  es r a -  
zonable a n a l i z a r  l a s  cons tan tes  de acoplamiento por  inspeccidn 
d i r e c t a  d e l  e s p e c t r o  abn cuando AV/J-3. 68 
La mayoria de 10s desplazamientos qufmicos observados en l a  fi- 
gura 29 co inc iden  con 10s v a l o r e s  de l i t e r a t u r a ,  s a l v o  l a  seAal 
co r respond ien te  a1  H - C ~ Z  a 6 6.21 ppm (6 6,18 pgm l i t .  y l a  deb i -  4, 
"Y;, 
da a1  CH3-21 a  6 1,02 ppm (6 0.98 ppm lit .). Aparece un m u l t i p l e -  
t e  a  6 4 , s  ppm e l  cua l  s e  encuent ra  ampl i f icado en e l  margen su-  
p e r i o r  de l a  f i g u r a  29; e s t e  m u l t i p l e t e  engloba l a s  sefiales c o r r e s -  
pondientes  a  10s H - C - 2 2  (6 4,45 ppm ( d t )  J20,22=3Hz,J22,230 =12Hz) 
y l a  sei ia l  cor respondiente  a  10s H-C-27.  La p r e s e n c i a  de c u a t r o  
l l n e a s  p a r a  e s t e  met i leno  s e  puede e x p l i c a r  por  l a  fo rnac idn  de un 
puente de  hidrdgeno in t ramolecu la r  en l a  cadena l a t e r a l .  La forma- 
c idn  de un c i c l o  de s e i s  miembros e l imina  l a  equ iva lenc ia  e n t r e  l 
10s pro tones  de d icho meti leno origintlndosc un s i s t e n a  AB e l  cua l  
1 
. s e  hace e v i d e n t e  debido a1 campo e levado a1  que fue  obtenido  e l  .- 1 I 
e s p e c t r o  ( f i g u r a  31) .  


Figura 31: Formacidn de un puente  de  hidr6geno i n t r a m o l e c u l a r  
en l a  cadena l a t e r a l  de  w i t h a f e r i n a  A - 8 
En e l  e s p e c t r o  2DJ ( f i g u r a  30) e s t e  met i leno  aparece  como un 
dob le te  c e n t r a d o  a  6 4,37 ppm no observdndose l a s  l i n e a s  e x t e r i o -  
r e s  d e l  dob le  d o b l e t e  AB por f a l t a  de in tens idad .  
E s  impor tan te  ademss que s i  bien  e l  H-C-6 s e  ha d e s c r i p t o  has-  
t a  ahora como "banda ancha" p a r a  w i t h a f e r i n a  A - 8" y aparace  como 
un s i n g u l e t e  ancho en l a  f i g u r a  29, en e l  e s p e c t r o  2DJ s e  ve  c l a -  
ramente que e l  H-C-6 o r i g i n a  un dob le te .  S i  se t i e n e  en cuenta  que 
l as  sefiales deb idas  a  10s met i l enos  de e s t e r o i d e s  dan o r i g e n  a  mu- 
chos m u l t i p l e t e s  dgbilmente acoplados,  dado que e l  A e n t r e  h id rd -  
genos a x i a l e s  y e c u a t o r i a l e p  , .-* e s - d e  - aproximadamente de pr imer o r -  
den (0,4 ppn)69,  e l  - e . 4.- , H-C-6 y e l  par H-C-7 pueden a d m i t i r  un a n i -  
l i s i s  de pr imer  orden.(Figura 32)  
pondiente a1 H-C-6 y el par H-C-7. 
r -  
. , s  
Figura 32: Porcidn AMX del sistema complejo del vi~ha%lido, corres- 
El hecho de que el H-C-6 se acople s6lo con uno de 10s hidrd- 
genos del par H-C-7 estl indicando, segCln las ecuaciones de William- 
son y ~ohnson~', que el gngulo que forma con el otro hidrdgeno es 
aproximadamente de 80-900 Esto harla que la mol6cula adoptara una 
conformaci6n en la cual 10s carbonos 5, 6, 7 y 10 se encuentran 
casi sobre un mismo plano, semejante a la conformacibn adoptada 
por 10s withandlidos A5,6. El valor J 
6,7 =4Hz observado en el es- 
pectro 2DJ corresponder5a segtin las ecuaciones anteriormente men- 
eionadas a un Bngulo de casi 50: el cual es mayor que el permiti- 
I 
do para el sistema. Esto podrla explicarse debido a qua las ecua- 
I I 
ciones de Williamson y Johnson, no se puedbn aplicar directamente 
a1 sistema presente en withaferina A 8 (figura 32). SegCln Kar- 
plus71 la presencia de un iltomo electronegativo unido a uno de 
10s enlaces consideradosmodifica la relacidn entre Bngulos diedros 
y constantes de acoplamiento. Se observa que a1 aumentar la elec- 
tronegatividad del sustituyente disminuye la constante de acopla- 
mipnto e n t r e  un p a r  de hidrdgenos que forman un mismo Qngulo. Por 
l o  t a n t o  e l  v a l o r  J6, ,8  =4Hz podrza corresponder  a un gngulo cerca-  
no a 30°que e s t a r i a  de acuerdo con e l  observado u t i l i z a n d o  modelos 
de Dreiding de  w i t h a f e r i n a  A. No se encontrd en l i t e r a t u r a  una e -  
rn ' '1 
cuacidn que r e l a c i o n a r a  l a s  consta*dwae acoplamiento JAXpara un 
s is tema como e l  esquematizado en l a  f i g u r a  32. 
En base a l o  d icho anter iormente se deberZa e s p e r a r  l a  presen- 
, I
c i a  de un doble t r ip le te  cor respondiente  a 1  H-C-7 B . Dado que dicho I 
I 
hidregen0 resuena  en  1 - d i h i d r o t a s t o s t e r o n a  a 6 2,08 ppm72 s e  a s i g -  
' --r = 
# 
n6 a 1  H - C - 7  8 de  w i t h a f e r i n k  ~'51 doble t r i p l e t e  gue aparece a 6  2,15 1 I
a;  gpm en e l  e s p e c t r o  de l a  f i g u r a  29. En e l  e s p e c t r o  2 D J  ( f i g u r a  30) 
).I. - 
1 
s e  observa claramente e s t a  sellal con un J7 a,7B =13Hz, J 6 , 7 8 = 4 H ~  y 
~ ' $ 7 8  , g = 4 H z *  
b L  7 , .  . En l a  f i g u r a  29 se observa ademPs un doble dob le te  correspon-  
- J d- 
.. 
- b i e n t e  a1  H-C-236 con J22s23B y J23a,238 ~ 1 2 ~ 5 - 1 3 , s  H z .  Es te  
m u l t i p l e t e  no aparece  en e l  e s p e c t r o  2 D J  ( f i g u r a  30).  E l  H-C-23a 
d e b e r i a  o r i g i n a r  un doble dob le te  con J22 ,23az3H~ y J23a s 2 3 8  =13Hz, 
por  l o  t a n t o  p o d r i a  corresponder a e s t e  hidrdgeno e l  doble doble- 
t e  que aparece  en l a  f i g u r a  29 a 6 1,83  ppm. Esta  seAal s e  observa 
en e l  e s p e c t r o  2 D J  mostrando acoplamientos que concuerdan con 10s 
v a l o r e s  esperados.  
La m u l t i p l i c i d a d  observada p a r a  e l  r e s t o  de 10s hidrdgenos en 
l a s  f i g u r a s  29 y 30 s e  corresponden en todos  10s casos.  , 
Reinterpretacidn de 10s espectros de resonancia magnetica nuclear 
de 13c de 10s withandlidos 
Como se mencion6 a1 comienzo de este capitulo se realize una 
reinterpretacidn de 10s espectros de resonancia magnetica nuclear 
13 de C de 10s withandlidos basada en el concept0 de efecto Y enun- 
ciado por Beierbeck. 66 
Los efectos de pequefias modificaciones estructurales en 10s es- 
pectros de RMN-'~C de esteroides estln restringidos en general, a 
10s gtomos vecinos a1 lugar donde se llev6 a cab0 la modificacidn. 
En consecuencia es posible dividir el anllisis de 10s desplazamien- 
tos quimicos originados por 10s withandlidos en dos partes casi 
I .  4 
E r 
'- fhdependientes: de 10s anillos A y B y del anil1o.I) y cadena lateral. 
Sustituyentes en 10s anillos A y B 
Esta regi6n de la molBcula se encuentra altamente funcionali- 
zada en 10s withandlidos, y por lo tanto es, en general, dificil de 
separar las contribuciones de cada uno de 10s sustituyentes . Los 
desplazamientos pueden servir sin embargo como una excelente "hue- 
lla digital" de un sistema oxigenado particular. Como se menciond 
anteriormente alanalizar 10s espectros de resonancia magnetics pro- 
d I 
tdnica de withaferina A - 8 a 500 MHz (ver plg.69) es de esperar que 
la influencia deun epdxido 58,68 en 10s desp.lazamientos quimicos 1 
del anillo B sea similar a la originada por un doble enlace en esta 
posicibn. 
Figura 33: Comparacidn de algunos desplazamientos quimicos corres 
pondientes a carbonos del withandlido G 46 y withanblido E 10.  6 5  
P .  - -
P .. 
Asi en el withandlido G 46, con doble enlace en posicidn 5,6, 
10s carbonos 8 y 9 resuenan a 6 3 5 , 2  ppm y 6  36,3 ppm respectivamen- 
tqLa introduccidn de un Qpoxido 5 8 , 6 $  en el withandlido E 10  cam- 
-
bia muy poco estas resonancias:d 36,1 ppm y 6 36,9 ppm para 10s 
carbonos 8 y 9 respe;tivamente. 65(~ig~ra 33) 
Sustituyentes en el anillo D y en la cadena lateral 
Esta parte de la mol6cula se ana l i za  mejor co '% iderando 10s e- 
fectos de las hidroxilaciones (sustitucibn de hidrbgeno por un gru- 
I 
po hidroxilo) en distintas posiciones. Se describirgn por separa- 
do 10s compuestos con cadenas laterales orientadas en 8 y orien 
tadas en a. 
Withandlidos con cadenas orientadas 17 8 
27-OH: La hidroxilacien de esta posicidn perifgrica afecta poco a1 
.. 1 -  1 111 - 7 
I : :'?, I I 
resto de la mol6cula salvo la parte de la lactonaa,~ insaturada. 
En particular 10s carbonos sp2 estsn desprotegidos por aproxima- 
damente 4 pprn cada uno observ6ndose un efecto similar a1 presente 
en el sistema ciclohexeno-ciclohexenol!3la acetilaci6n de este al- 
cohol alillco primario polariza el doble enlace protegiendo a1 car- 
b o n ~  25 y desprotegiendo a1 carbon0 24 por aproximadamente 3,s ppm 
cada uno, un efecto ya descripto para sistemas simples. 74 
En la tabla 5 se comparan 10s desplazamientos qu~mif!?$.&~rip- 
tos para estos carbonos en el withanglido E 10, withaferina A 8 y 
- - 
diacetato de withaferina A 47. 65 
-
Tabla 5 :Desplazamientos qulmicos correspondientes a 10s carbonos 
24 y 2 5  de 10s compuestos 10, 8 y 47. 
Carbono withan6lido E 10 withaferina A - 8 diacetato de 
withaferina A - 47 
157 ,O pprn 
121,9 pprn 
151,l pprn 
121,4 pprn 
153,s pprn 
125,6 pprn 
75 . I  I 
14.-OH: Este grupo hidroxilo es axial a 10s hidrdgenos unidos a 
- E 
10s carbonos 7 y 17. por lo tanto la introducci6n del mismo-eli- 
mina la interacci6n 1,3 diaxial entre dichos hidrdgenos y el H-C-14. 
Debido a fa eliminacidn de pstg e$$cto 10s cfrbonos anteriormen- 
.IF. T I, - - I 
I I  I 
te mencionados es tan protegidos -poi 5-8 '  pp;. - 
- 
El C-16 no se ve afectado debido a que no' existe una interac- 
cidn diaxial entre H-C-14 y H-C-16. En la figura 34 se indican 10s 
desplazamientos quimicos de 10s carbonos de inter& para 10s com- 
puestos - 48 y 49. 
-
En el caso de compuestos 17a-OH la introduccidn de un hidro- 
xilo en C-14 no modifica la sefial de C-17 debido a que en este 
caso no hay eliminacidn de efecto Y; un ejemplo del mismo se da 
en la figura 35 en la cual se cornparan 10s carbonos de interes en- 
tre 10s compuestos 50 y 51. 65 
- -
14 Figura 34: Comparaci6n de algunos desplazamientos quzmicos corre4- 1 
pondientes a1 par de compuestos 48 y 49. 
- -
Figura 35: Comparacidn de algun~s desplazamientos qulmicos corres- 
pondientes a1 par de compuestos 50 y 51. 65 
1 -
17a-OH:-La introduccidn deungrupo hidroxilo en corbono 17 pro- 
tege lot carbonos 12 y 14 per0 no a1 C-15. Estos resultador se 
pueden explicar debido a una mayor contribucibn del confbmro I npre- 
sentado en la figura 36. 
La sustituci6n de un hidrdgeno por un hidroxilo en C-17 cau- l 
sa la desaparicidn de una interaccidn 1,3 diaxial entre el H-C-17 I - 
y 10s hidrdgenos axiales unidos a C-12 y C - 1 4 .  En el ca.so del C-15 ':; 
no hay eliminaci6n de efecto Y. 
En la cadena lateral el C-21 puede adoptar una posicidn sesga- -. 
da a1 hidroxilo 17 y el oxsgeno del anillo lactdnico como se ipdi- , 
ca en el confdrmero I, dando lugar en cada casa a una interaccidn 
.-, 
Figura 36: Confdrmero I 
y la cual se ve favorecida por la formacidn de un puente de hi- 
drdgeno entre el hidroxilo de carbon0 17 y el oxigeno del anillo 
lact6nico originandose un anillo de seis miembros (figura 36). 
En la figura 37 se comparan 10s desplazamientos quImicos de 
10s carbonos de intergs para 10s compuestos - 47 y - 16. En este caso 
el C-21 sufre un cambio de aproximadamente 5 ppm hacia campos mSs 
altos, lo cual se puede justificar por una mayor contribucidn del 
confdrmero I a1 compuesto - 47 en el cual el C-21 no estP sesgado a1 
anillo lactdnico. 
Los efectos causados por la-introduccidn de un grupo hidroxilo 
en compuestos con funcionalizaci6n del tip0 20-OM son ntuy simila- 
res a 10s encontrados en ausencia de este grupo funcional. Estos 
resultados indican conformacianes preferenciales similares a la 
observada en el conf6rmero I (figura 36) en la vecindad del C-17. 
En la figura 38 se dan 10s desplazamientos quimicos descriptos pa- 
ra 10s carbonos mencionados en 10s compuestos - 52 y - ~3.~' En este 
case la interacci6n entre el C-21 y el hidroxilo 17 es muy 
Figura 37: Comparacidn de algunos desplazamientos qulmicos co- 
rrespondientes al par de compuestos47 y 16 65 
- -
Figura 38: Comparacidn de algunos desplazamientos qulmicos co- 
rrespondientes al par de compuestos 52 y 53. 65 
- -
79 
pequeiia y la posicidn prefermesa1 del C-21  respecto del oxzgeno de 
la cadena lateral no cambia a1 paaar de 52 a 53. 
- -
En el caso de 10s compuesaos con un hidroxilo en posicidn 14a 
la introducci6n de un hidroxilo en C-17  no modifica la seflal del 
C-14, pues no hay en este caso sliainacidn de efecto Y, si se des- 
- 
plaza en cambio la sefial correspondionte a1 C-12 por eliminacidn 
de la interaccidn 1,3 diaxial antrg 10s hidrdgenos H-C-12 Y H-C-17. 
En el par de withandlidos de l a  figura 39 (54 - y - 14) se da un e- 
jemplo de compuesto 14 a, 1 7  a-dfhidroxilado. 65 
I 
Figura 39: Comparacidn de algunos desplazamientos qufmicos corres- I 
I 
pondientes a1 par de compuestos 54 y 14. 65 
- -
80 
20-OH: La in t roducc idn  de un grupo hidroxi1oen.C-20 causa  un cam- 
b i o  de aprdximadamente 5 ppm sobre  l a  ssfial d e l  C-16.65 e s t o  i n d i -  
ca  que e x i s t e  un rotsmero d i f e r e n c i a l ( c o n f 6 m e r o  I1 , f i g u r a  4 0 )  
en e l  cua l  e l  oxigeno d e l  h i d r o x i l o  y e l  hidrdgeno H-C-16-estSn 
en pos ic idn  1 , s  d i a x i a l ;  Par-otro l a d o  ql C-23 no se ve a fec tado  
l o  cua l  podr Ia  j u s t i f i c a r s e  pQr un confdrmero p r e f e r e n c i a l  I1 
en e l  cua l  e l  C-23 y e l  h i d r o x i l o  c s t s n  separados adoptando l a  po- 
s i c i d n  de menor impediment0 e s t b r i c o .  
Figura 40:  Confdrmero I1 
Withandlidos con cadenas laterales orientadas 1 7 0  
17-OH: Todos 10s wi than6l idos  y e s t e r o i d e s  re lac ionados  que poseen 
una cadena l a t e r a l  o r i e n t a d a  en a, t i e n e n  un grupo 17-OH. 4 
E s  por l o  t a n t o  G t i l  comparar desplazamientos quimicos d e l  p a r  Nic- 
2 - 5 5  y withanona - 1 6 . ~ ' ( ~ i ~ u r a  41). 
Figura 41: Comparacidn de algunos desplazamientos qu5micos corres- 
pondientes a1 par de compuestos 55 y 16. 65 
- -
, I 1  $ .  - . I,' 
I 
Excepto en el anillo E, el cual en - 55 tiene un epoxilactol en 
vez de una lactona insaturada, estas dos sustancias difieren sd- 
lo en la configuracidn del C-17. Antes se dijo que el b c o n f b ~ n r _ ~ ~  - -  = I 
r '3 
era la conformacidn preferencial de - 16(ver figura 36, plg.77) ; 'la 
similitud de 10s desplazamientos de C-12 y C-14 para - 55 y - 16 in- 
dican que en el 6ltimo el C-20 ha reemplazado a1 grupo 17a-OH en 
causar efectos sobre estos carbonos, el enlace H-C-20 se ubica con 
respecto a1 C-12 y C-14 como se indica en la figura 42 (confbrmero 
111). En realidad la mayor diferencia en 10s desplazamientos qu5- 
micos de 10s dos compuestos (except0 el anillo E), se observa en el 
C-21, el cual estS muy desprotegido (6,1 ppm) si la cadena lateral 
es a. La absorcidn a campos altos de este carbon0 se podria justi- 
ficar por una interaccidn Y del mismo con el hidroxilo del C-17 y el 
8 2  
oxIgeno lactbnico. Como se indica en la figura 42 esta conforma- 
ci6n est8 favorecida por la formacidn Be un puente de- hidrtigeno 
entre el hidroxilo de C-17 y el oxfgeno del anillo lact6nico. 
Figura 42: Conf6rmero 111- 
14-0H:Seesperarla que la introduccidn de un gru$6 140 -OH proteja 
I 
a1 C-12 como se vio para la cadena lateral orientada en 0 .  Sin embar- i 
- 1  
gono se ha encontrado en literatura un par de compuestos adecuado i 
para comprobarlo. 
20-OH: La introduccidn de este grupo no causa protecci6n sobre el 
- 
C-16 como en el caso de lag cadenas oripntadas en B debido a que 
. -1:r 7 . aywu:r- 
en este caso no hay eliminacfbn-de eTecto Y, iomo se puede ver en 
el par de compuestos 56 y 57 indicados en la figura 43. 65 
- -
Figura 43: Comparacidn de lo$ desplazamientos qufmicos co- 
rrespondientes al carbon0 16 en el par de compuestos 
Elucidacidn estructural de 10s withandlidos aislados de Acni s tus  
b r e v i  f l o r u s .  
En la presente seccidn se har6 referencia a la elucidacidn es- 
.trucdrral de 10s withandlidos aislados, en base a las propiedades 
espectrosc6picas, concretamente a 10s espectros de resonancia mag- 
ndtica protdnica, 13c y de masa de 10s withandlidos aislados de 
Aonistus b r e v i f t o r u s .  
Para una mejor discusidn e interrelaci6n entre 10s diferentes 
compuestos, 10s valores de desplazarnientos quimicos (6) de las se- 
flales m8s importantes de 10s espectros de resonancia magnbtica pro- 
tdnica han sido tabulados y se presentan en las tablas 7 y 10; id6n- 
tico criterio se ha adoptado en el caso de 10s espectros de reso- 
nancia magndtica 13c, 10s cuales se resumen en las tablas 6, 8 y 1 1 ,  
y de 10s espectros de masas en las tablas 9 y 12. 
Los withan6lidos aislados durante el transcurso de la presente 
tesis se pueden d3vidir en tres grupos: 
Grupo 1: withandlidos aislados anteriormente por Bukovits de plan- 
tas de A c ni s t us  b ~ e v i f t o r u s  provenientes de la provincia de Tucumln: 
withaferina A -3 8 2,3-dihidro-36-metoxiwithaferina A - 33, j aborosalac- 
tona A -* 1 1  jaborosalactona D 29 y jaborosalactona E - 32.
. y  ; 
Grupo 2: withandlidos aislados por lk'vie y colaboradores de plantas 
de Acnis tus  b r e v i f t o r u s  cultivadas en Israel: 5,6-desoxiwithaferina A 
40,  6.-cloro-58-hidroxiwithaferifia A 37 y 2,3-dihidrowithaferina A 
- -
3 4. 
-
I 
wpo 5: withanblidos que no hablan sido encontrados anteriormente: 
2,3-dihidro-3 B-etoxi jaborosalactona A 42 5 a-metoxi-4, S-dihidroja- 
-, 
borosalactona B 43, So-etoxi-4,s-dihidrojaborosalactona B 44 y 2,s- 
7 -
dihidro j aborosalactona A - 45.
De este Gltimo grupo 10s tres primeros son artefactos que se 
forman por extraccidn con alcohoJes (metanol o etanol) en calien- 
te. 
- " -15x-:n$l- 
Grupo 1 :La identificacidn de esto2 -la uesftoj se completd deter- 
minando 10s espectros de RMN-"C de jaborosalactona A 1 1 ,  jaboro- 
-
salactona D 29 y jaborosalactona E 32, 10s cuales no se encuentran 
- -
descriptos en 1iteratura.Las sefiales asignadas a cada uno de estos 
compuestos se indican en la tabla 6, junto a1 espectro de RMN-'~C 
de withaferina A 8. 
- 
Dado que 10s anillos CI  y E en las tres jaborosas son idCn- 
-I.', E 
ticos a 10s correspondientes anillos en la withaferina A, era de 
esperar que las sefiales originadas por estos carbonos fueran simi- 
lares a las encontradas en withaferina A. Como se puede ver en la 
tabla 6, esto se comprobd en todos 10s casos, encontrdndose la ma- 
yor diferencia entre la resonancia de carbono 17 de withaferina A 
( 651,80 ppm) y la sefial correspondiente a este carbono en jabo- 
rosalactona E ( S 55,77 ppm) . 
Para 10s anillosA y B no hay variaciones impsrtantes entre 
4 
Las sefiales debidas a 10s carbon~s 7, 8 y 9 de withaferina A y 
10s correspondientes a las tres jaborosas. 
En el sistema 1-ona-a,B-insaturado del anillo A, el carbono 
carbonilico resuena a campos ligeramente mss bajos que en withafe- 
Tabla 6:Espectros de RMN-'~c de 10s compuestos 8, 11, 29 y - 32. ( 2 5 , 2  MHz, C D C ~ ~ - T M S ) -  
Desplazarnientos quimicos expresados en d . 
Carbono Carbono 
rina A (1-2,s ppm) en 10s tres compuestos, mientras que el carb 
no 2 lo hace a campos mbs altos (3-4 pprn). Para el carbono 3 no 
se observa un mismo tipo de desviaci6n de la sefial entre las tres 
jaborosas y la obtenida para withaferina A como para 10s dos car- 
.. 
bonos anteriores; mientras que este carbono resuena en jaborosalac- 
tona A a campos mss bajos (2 pprn), en jaborosalactona D lo hace 
a campos m5s altos (1 ppm) y en jaborosalactona E tiene un valor 
similar a1 de withaferina A. 
Las diferencias principales con respecto a withaferina A son 
las seiiales debidas a 10s carbonos 4,s y 6. La seAal de carbono 4 
pasa de 669,80 pprn en withaferina A,  con un hidroxilo en posici6n 
4 6, a 6 32,96 ppm, 35,50 pprn y 37,57 ppm en jaborosalactona A, 
jaborosalactona D y jaborosalactona E respectivamente, dando cuen- 
ta en 10s tres casos, de la ausencia de hidroxilo en esta posi- 
cibn. En jaborosalactona A, la cual presenta un sistema 5,6-epb- 
xido, las seiiales correspondientes a estos carbonos son similares 
a 10s de withaferina A . En las otras dos jaborosas, estas sefia- 
les se desplazan a campos mbs bajos. Aparecen a 6 77,23 pprn y 
73,99 ppm en jaborosalactona D, lo que estb de acuerdo con la 
presencia de sustituyentes hidroxilo en estas posiciones, en ja- 
borosalactona~la seiial de carbono 5 se desplaza a 6 81,34 pprn 
debido a la presencia de un Btomo de cloro en esta posici6n, mien- 
tras que el carbono 6, con un sustituyente hidroxilo, resuena a 
campos similares a1 de carbono 6 de jaborosalactona D. 
La falta de sustituyente hidroxilo afecta tambign la se- 
fial correspondiente al carbono 10 la cual se mueve a campos m8s 
bajos en las tres jaborosas y-a1 CHg-19 que aparece en estos con- 
puestos m8s protegido que en withaferina A - 8. 
La identificacidn de withaferina A - 8 se complet6 mediante el 
i 
a8iilfsi;s de 10s 1 
I 
ras 29 y 30 l I 
ron descriptos anteriormente (ver p8g. 661.  Ademas se realize el 1 
analisis de 10s espectros de13c obtenidos por la t6cnica de ecos 
1 de spin can desacople alternado (APT: determinacidn de H vecinos) J 7s I 
I 
de withaferina A y de 2,3-dihidro-3-metoxiwithafe-a A - 33 
(figuras 44 y 45 respectivaaente), 10s cuales permiten distinguir 
10s carbonos unidos a un ndmero par de hidr6genos, de 10s unidos 
a nGmeros impares. 


Grupo 2: 
El compuesto - 35presentaba en su eipectro de masas un i6n mo- 
lecular a m/e=472 y fragmentos a m/eAS4 (M-H20) ,347 (M- (f - 1)) y 
304 (M- (c-1)) (tabla 9) 
Su espectra RMN-'H (tabla 7) no presentaba sefiales correspon- 
dientes a 10s protones vinflicos del anillo A,  caracteristicos de 
withaferina A - 8 (ver psg.63. La seAal correspondiente a1 prot6n 
d unido a1 carbon0 4 se desplazd a carnpos mPs altos, 63,53 ppm 
apareciendo como triplete (J=3 Hz ), observsndose ademss un corri- 
miento hacia campos mss altos de 10s metilos 18, 19 y 21. El res- 
to de las sefiales coincidia aproximadamente con las de withaferina 
t I I  , 1 A C  
!j.;... 1 A. Este compuesto fue descripto'anteriormente d m 5  2,3-dihidro- 
withaferina A. 7,21 
El compuesto - 37 presentaba en su espectro de masas un i6n mo- 
lecular a m/e=506 y fragmentos a m/e: 470 (M-36), 454 (M+2-3H20), 
452 (M-3H20) 10s cuales indican la presencia de un gtomo de i10r0 
en la moldcula (tabla 9). En su espectro RMN-'H (tabla 7) las se- 
.fiales correspondientes a 10s protones vinilicos aparecian a cam- 
pos m5s altos que las anslogas correspondientes a withaferina A 
(ver p a g . 6 3 ) .  La sefial correspondiente a1 H-2 aparecia como un do- 
ble doblete indicando una partici6n adicional a la presente en 
N 
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Tabla 9 : Espectros de masa correspondientes a1 grupo 2 94 
intensidad relativa 
lm . :'$I 1 , ; 4 - l  
, .-. . . ~ 3 ? - L l  ' 1  ; 
1..3 1 
I 
I 3 9 0  
intensidad relativa 
M-AcOH- 1 7 1  
(ruptura 2) 
bl-AcOH- 2 1 1 
(ruptura 4 )  
- - 
I .  I 
. .abla 9 : (cont . ) 
7- 
intensidad relativa 
intensidad relativa asignacidn 
M-125 (M- (f-1)) 
M-168 (M- (c-1)) 
i6n b 1 
ibn e 
Tabla 9: (cont.1 
intensidad relativa asignacidn 
w'ithaferina A . Aparece un multiplete ancho a 6 5,04 ppm compro- 
blndose a partir del espectro de RMN-'~C por irradiacidn selecti- 
va que correspondla a protones unidos a1 carbon0 4. 
El espectro RMN-'~C (tabla.8) presentaba una sefial caracterls- 
tica poco c~mtin a 6 9,9 ppm. No aparecfan las sefiales tlpicas de 
un epdxido y si las sefiales a6 78,23 pprn y 66,09 ppm que se jus- 
tificarian por la presencia de un grupo cloro o hidroxilo como 
sustituyentes de C-5 y/o C-6. Comparando con valores de litera- 
tura se identificd a1 compuesto - 31 corno 6a-cloro-5 B-hidroxiwitha- 
ferina A . Asi el acoplamiento adicional observado para el H-2 
se producirla a1 abrirse el epbxido para formar una clorohidrina; 
el hidrdgeno 4 a, ecuatorial en withaferina A - 8 se convierte en 
hidrdgeno axial y la constante de acoplamiento alilico entre 10s 
H-2 y H-4 pasa a ser important-e. Las variaciones del acoplamiento 
alilico en relacidn a la estereoqu5mica han sido bien documentadas. 76 
En withaferina A el Sngulo entre H-C-2, el H-C-3 y el 4a-H ecua- 
1 3 1  
' I1 torial es pequefio y no hay acoplamiento (figura 28, pSg65). Para 
el compuesto 37 este dngulo con el 4a-H axial pasa de ser aproxi- 
1 - 
-
madamente 50°y aparece acoplamiento(figura 46). Este cambio de po- 
sicidn del 4a-H, justifica tambidn la variacidn del 3 que pasa 3,4 
dc 5 Hz en withaferina A a 2.4 Hz en el 6 a-cloro-56-hidroxiwitha- 
ferina A.  
En el espectro de RMN-I'C la asignacidn de las sefiales corres- 
pondientes a 10s carbonos 4, 10, 14, 17 y 27 fue modificada res- 
pecto del espectro descripto en literatura en base a1 espectro I 
I 
obtenido con irradiacidn selectiva de 1os:protones fuera de re- 1 L' 
'1 
sonancia (-4 ppm) como se indica en la tabla 8. 
Figura 46: Anillos A y B en 6u- cloro-56-hidroxiwithaferina A - 37
La sefial a 6 65,75 pprn se presentaba como doble doblete y fue 
I L 
asignad~sal C-4 debido a la existencia de acoplamiento residual 
.a 
entre este carbon0 y el H-C-3. El grupo de sefiales a 6 57,29 ppm, 
55,28 ppm, 51,77 pprn y 56,90 pprn se 
como singulete, doblete,doblete y triplete. as seAales singulete 
y triplete se asignaron sin ambiguedad a1 C-10 y C-27 respectiva- 
mente. Tanto la seiial de C-14 como de C-17 darian lugar a un do- 
blete. Se asignd la seflal a 655,28 ppm a1 C-14 y a 651,77 pprn 
a C-17, por comparacidn de estas sefiales con las correspondientes 
en withaferina A - 8 (tabla 6). 
Se encuentra descripta en la literatura la reacci6n de 64' 
cloro-SB-hidroxiwithan6lido E - 58 con acetic0 glacial-AcONa a re- 
flujo para dar el withandlido E - 10 a travCs de una SN2 intramole- 1 
cular . 9 
- -- .- 
-.il. - - 1 -  
'I* ' *  
I I I '  
I I ~r ' 
- .  
. - L 99 
- t 
En forma similar se tratb a la 6o-cloro-58-hidroxiwithaferina 
I 
I A - 37 obtenidndose en este caso el product0 diacetilado 2. La pre- 
sencia del grupo hidroxilo en posici6n 4 8  desfavoreceria la SN2 
D 
intramolecular que llevarza a la formacidn de withaferina A - 8. 
El diacetato de 6a-cloro-58-hidroxiwithaferina A fue identifica- 
I do Par as~ectroscopia de RMN-'H y RMN-'~C (tablas 7 y 8 1 ,  La prey 
sencia de grupos acetato origina una sefial a 6 170,60  ppm en el es- 
I pectro de RMN-"c, debids a1 carbon0 carbonilic~ y otra sefial adi- 
I cional con respecto a1 espectro del 6.-cloro-58-hidroxiwithaferina 
A 37 (tabla 8) a 6 20.87 ppm debida a1 metilo del acetato. 
Se observa ademss, como se menciond anteriormente (ver pgg.7-4) 
que la introduccidn de un grupo acetato en C-27 desplaza la se- 
fial del C-24 a campos mgs bajos y causa proteccidn en el C-25. 
La sefial del C-4 en el espectro RMN-I'C varia muy poco a1 intro- 
ducir un grupo acetato en este carbono (tabla 8). La acetilacidn 
en posicidn 4 se manifiesta mcjor en el espectro RMN-'H--~~ el
cual la sefial del H-C-4 se desplaza de 6 5,04 ppm en 6 a-cloro- 
50-hidroxiwithaferina A a 6 5,6 ppm en el compuesto acetilado. 
En este espectro tambign se modifica la resonancia de 10s H-C-27 
+ 
que pasa de 64,38 ppm en el compuesto 59 a 6 4,9 ppm en el acetila- 
-
do y aparece una sefial adicional en b 2,08 ppm debida a 10s gru- 
pos acetato. 
El espectro de RMN-'~C d - conpuesto 40 mostraba 8 carbonos 
-
spa, dos de 10s cuales correspondian a carbonos carbonilicos en 
C-1 y C-26 (tabla 1 1 )  y no aparecian sefiales caracterfsticas de 
10s esquemas de sustitucidn 5,6 presentes en jaborosalactona A 1 1  
-J 
jaborosalactona D - 29 o jaborosalactona E - 32 (tabla 6). Las se- I 
fiales observadas en este espac m f  c' fo de RMN-'H (tabla 10) debidas a I 
i 
10s anillos D y E indicaban que se trataba de un withandlido si- I 
milar a withaferina A en esta parte de la mol6cula. Comparando 
con 10s withan6lidos descriptos en literatura con tres dobles en- 
laces surgid que el compuesto correspondia a la 5,6-desoxiwitha- 
ferina A . '  Para completar su identificacibn, este compuesto se a- / 
cetil6 con una mezcla anhidrido acGtico/piridina obtenigndose el 
acetato de 5,6-d$$px&yf 60 descripto previamente, en 
": I rl -1, Fjg -  . CI- - 1  . 7 w  
literatura. En las tab1 se ban 10s despl~i~mientos -qul- 
1 
micos de RMN- H y R M N - I ~ C  respectivamente, correspondientes a1 
compuesto acetilado y en la tabla 9 se indican 10s principales 
fragmentos observados en su espectro de masas. En todos 10s casos 
10s valores obtenidos concuerdan con 10s descriptos en literatura. 7 
En el espectro de RMN-'H (tabla 10) del compuesto 42 habia ausen- 
-
cia de sefiales correspondientes a protones vinIlicos. Un triple- 
te a d 1,16 pprn (J: 7Hz) y un cuarteto a d 3,54 pprn (J:'IHz) indi- 
caban la presencia de un grupo etoxilo.El resto de las sefiales era 
similar a las de jaborosalactona A - 11. 54 
En el espectro de RMN-'~C las sefiales correspondientes a 10s 
Y 
anillos C, D y E eran casi iddnticas a las originadas por 10s caf-" "' 
bonos de jaborosalactona A pertenecientes a estos anillos (tabla6). 
La presencia del par de sefiales a 6 64,80 pprn y 60,.18 ppm, sugeria 
la presencia de un ep6xido en posicidn 5,6; la principal diferena 
cia con respecto a1 espectro dc RMN-'~C de jaborosalactona A era 
Ia ausencia de las sefiales correspondientes a 10s carbonos 2 y 3 
pertenecientes a un sistema 1-ona-a,@-insaturado. La presencia de 
err. ,- a .A* dos seiiales adicionales a 6 64,36 pprn y 1S,S pprn se atribuyeron 
a la presencia del grupo etoxilo. Dado que este compuesto fue 
aislado de un extract0 etan6lic0, se pens6 en la formaci6n de un 
artefact0 durante el tratamiento con etanol en caliente similar 
a la formacidn de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33 con metanol 
-
- 
1 
en caliente a partir de withaferina A 8. AsXeneleSpectro de RMN- H, 
el doble doblete a 62,80 pprn se asignd a1 H-C-2 (J2p3:1SHz;J3,4: 
4 y 6Hz) y el multiplete a 6 3 ,80  pprn a1 H-C3. En el espectro de 
R M N - 1 3 ~  (tabla 1 1  ) la seiial a 6 75,34 pprn se asignd a1 C-3 uni- 
do a un grupo etoxilo y la sefial a d 39,14 pprn a1 C-2. S C  intent6 
1 Tabla 10: Espectros de RMN- H de 10s compuestos 42, 43, 44 y 4 5 .  
I - - -
(100 MHz,DCC13-TMS).Los desplazamientos qufmicos se expresan en 6. 
Protbn 
J22,2313HZ J22, z3a3Hz J2.2 233HZ J22., ~ 3 % ~ ~ '  
J 2 2 , ~ ~  =12Hz J22,20=12Hz J22y20=12Hz J22,20=12Hz 
2,80 ddd 5,82 dd 5,84 dd ---  
6 ,56  ddd 6,60 $dd 
Tabla 1 1  : Espectros de RMN-'~C c ~ r r e s ~ o n d i e n t e s  'a 10s colnpuestos 45, 42, 43 y - 44 ( 2 5 , 2  MHz, 
Carbono 
DCC13-TMS) . Desplazarnientos quimicos expresados en . 
Carbono 
sintetizar la 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A a partir de 
jaborosalactona A por tratamiento con etanol-AcONa a refluja (en 
condiciones similares a la pre~aracidn de la 2,s-dihidro-3-metoxi- 
- :4- withaferina A) observBndose reac Eon luego de 9 horas. En estas 
condiciones se obtuvo una mezcla de productos de descomposicidn 
distintos a1 compuesto deseado que no fueron identificados. 
El compuesto - 43 presentaba en su espectro de masas un ibn mo- 
lecular a m/e=486 y fragmentos a ./em468 (M-H20), 454 (M-MeOH), 
y 436 (M-H20-MeOH) indicando la presencia de un grupo metoxilo 
en la estructura del withandlido (tabla 12). 
El espectro de RMN-'~C (tabla 1 1 )  era muy similar a1 de jabo- 
rosalactona D - 29 (tabla 6) except0 por las sefiales correspondien- 
tes glos carbonos 4, .5 y 6 y a la presencia de una sefial adicional 
en d 49,7 ppm asignada a un grupo metoxilo en posicidn 5. Este car- 
b o n ~  presentaba la tipica desproteccidn (aproximadamente 4 ppm) II 
debida a la metilacidn del grupo hidroxilo en posicidn 5. Este a 
metilo aparecfa a campos altos, si comparamos con el valor corres- 
pondiente a1 metoxilo de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A - 33 64 
que aparece a 6 56,85 ppm lo que indicaba la presencia de un meto- 
xilo protegido. Esto puede explicarse considerando . . que el grupo 
I . P  
metoxilo se ubica por debajo del anillo A en el con0 de proteccidn 
del grupo carbonilo y del doble enlace 2,3 como se representa en 
la figura 47. La influencia del grupo carbonilo es en este caso parti- 
cularmente interesante debido a que la anisotropia magnQtica de - 
grupos vecinos no suele infZuir apreciablemente en 10s desplaza- 
106 
Tabla 12 : Espectros de masa de 10s compuestos del grupo 3. 
intensidad relativa asignacidn 
ruptura 2 
Tabla 1 2  : (cont . ) 
intensidad r e l a t i v a  
M-171 (ruptura 2) 
'Tabla 12: cont. 
intensidad re1ariv.a asignacidn 
M-i6n a -H20 
M-171 (ruptura 2) 
M-211 (ruptura 4) 
idn b 
Figura 47: Estereoqufmica de 10s anillos A y B  en el compgesto 43 
- 
mientos qulmicos de 13c. 
, \. I 
* .  
- .  El espectro RMN-'H (tabla 10) dcl compuesto 43 era muy similar 
-
- .  
a1 de jaborosalactona D 29'' excepto por upa -fell81 extra a 6 3,02 ppm 
-
C 
asignada a 10s protones del grupo metilo en posiCi6n 5.Nuevamente 
este metilo aparecsa a campos altos con respecto a1 metoxilo de 2,3- 
dihidro-3-metoxiwithaferina A 33 "lo que se explica como se men- 
- 9  
c'ionb anteriormenteporla ubicacidn del metoxilo con respecto aL. 
I CQ r 
anillo A (figura 4 7 ) .  
En base a lo dicho anreriormente el c*dlpu8~to - 43 se identified 
coma 5a-metoxi-4,s-dihidrojaborosalactona B, el cual se formarie' 
durante la extraccidn con metanol en caliente en presencia dz trazas 
de acid0 a partir de jaborosalactona A - 11. La estructura y estereo- 
qclfmica de este compuesto seconfirmaron por tratamiento de jaborosa- 
lactona A conmet;anol-gcido sulfdrico, obtenigndose un product0 
idgntico a1 aislado. 
El compuesto - 44 presentaba en su espectro de masas un i6n mo- 
lecular a m/e=500 y fragmentos a m/e=482 (M-H20), 454 (M-EtOH) 
y 436 (M-H20-EtOH) (tabla 12) indicando la presencia de un grupo 
etoxilo en la estructura del vithanblido. Los espectros de RMN-'H 
y I3c del compuesto - 44 (tablas 10 y 1 1 )  eran casi idlnticos s 10s 
del compuesto43 - except0 por la safial del metoxilo observada en - 43 
la cual era reemplazada por sefiales correspondientes a un grupo 
efoAilo. Nuevamente result6 evidente en ambos espectros el efecto 
de proteccidn de la enona del anillo A sobre el metileno del gru- 
po etilo. Por lo tanto el compuesto - 44 se identified como Sd-eto- 
A pesar de que Vande Velde y col. propusieron a1 5*-etoxi-1-0x0- 
66,14a,17 B,20-tetrahidro-2OS,ZZR-witha-2,24-dien6lido - dl como un 
eonpuesto natural aislado de WCthania a o r n n ~ ~ o r a , "  la presencia de 
43 y 44 en extractos obtenidos con metanol y etanol en caliente 
- -
respectivamente, indicarPa que 61 compuesto anteriormente menciona- 
do no es en realidad un compuesto natural como indicaron 10s au- 
tores, sin0 gn artefact0 obtenido en alguna etapa del aislamiento 
del mismo por reaccidn de withandlido E 10 con etanol. 
-
3;3-dihidrojaborosalactona A 45 
:: 
. ll,+ 
-kL  El compuesto - 45 presentaba un tiempo de retencidn ligeramenfe 
menor que jaborosalactona A 1 1  a1 ser analizado por CLAR en fase 
-
reversa (ver pBg.46,figuralg); en base a las siguientes evidencias 
fue identificado como 2,3-dihidrojaborosalactona A. 
El espectro de RMN-'~C (tabla 1 1 )  rnostraba la presencia de 
2 dos carbonilos y dos carbonos adicionales sp . Estos dos carbonos 
v uno de 10s carbonilos correspondfan a1 anillo lact6nico insatu- 
rads. El segundo carbonilo (6 212,87 ppm) se asignd a un grupo 
ceto en C - 1 ,  el cual en ausencia de un doble enlace 2,3 resonaba 
a campos mss bajos (9 ppm) cornparado con el C-1 de la jaborosalac- 
tona A - 1 1  (tabla 6). Las sefiales correspondientes a 10s anillos 
C, D y E eran casi identicas a las ariginadas por 10s carbonos 
pertenecientes a estos anill-0s en jaborosalactona A (tabla 6), 
observiindose ademiis para el compuesto 45 dos seaales adicionales 
-
a campos altos,& 30,34 ppm y 629,16 ppm, que fueron asignadas res- 
pectivamente a 10s carbonos 2 y 3. La ausencia del sistema 1-ona 
a, B-insaturado modificaba tambign la resonancia del CH3-19 el 
cual aparecia en el compuesto - 45 desprotegido (3,3 ppm) con res- 
pecto a dicho metilo en jaborosalactona A (tabla 6 ). 
El espectro de masas mostraba un ibn molecular a mLe=456 y 
fragnentos a m/e=153 y 140 (tabla 1 2 ) ,  10s cuales fueron atribui- 
dos a1 anillo A mgs 10s carbonos 6, 7 y 19 y 6 y 19 respectivamen- 
te (figura - 48). 
E& l a s  figuras - 49 y - 5 0  se representan 10s espectros de RMN-'H 
y de RMN-'~C obtenidos para este compuesto. 
Figura 4 8 :  
OH 
Fragmentacidn de 10s anillos A y B en la 2,3-dihidro- 
jaborosalactona A - 45. 
La estructura propuesta se confirm6 por hidroxilacidn cata- 
lstica del doble enlace de jaborosalactona A - 11. Se utiliz6 como 
. F 4 
catalizador una solucidn p~rnducida de didxido de platino en dio- 
xano, mdtodo utilizado por Kupchan para la obtencidn de 2,3-di- 
hidrowithaferina A - 34  a partir de withaferina A - 8 .  2 1 ~ n  literatura 
se halla descripta la hidrogenacidn de jaborosalactona A - 11 con 
paladio como c a t a l i ~ a d o r , ~ ~ s e ~ ~ n  la cual se obtiene como producro 
.. 
la2.3-dihidro-27-desoxijaborosalactona A - 62. A1 utilizar platino ( .  3 
como catalizador se obtuvo una mezcla de productos, de la cual 
re aisld por CLAR en fase reversa como componente principal un pro- ; 
ducto iddntico a la 2,3-dihidrojaborosalactona A natural. 
Figura 49: Espectro de RMN-'H de 2,s-dihidro- j sborosalactona A - 45 
( 1  00 MHz-'DCC13-TMS) . 

BIOSINTESIS DE WITHANOLIDOS 
EN ACNISTUS BREVIFLORUS 
ANTECEDENTES 
En un estudio biosint6tico preliminar con la planta Withania 
somnipsra, Locklg y col. identificaron como esteroles principales 
de esa planta a campesterol - 63,  24-metilcolesta-5,24-dien-38-01 64 ,  
sitosterol - 65, stigmasterol B, y 28-isofucosterol g; tambi6n se 
identificaron cantidades menores y variables de 24-metilencoleste- 
rol - 68 (generalnente &nos del 2 % del total de esteroles). 78 (Fi- 
gura 5 1 )  
Por otra parte en cultivos "in vitro" de yemas de Withania 
sqmnifera no se encontraron withandlidos en cantidad detectable; 
sin embargo se aislaron de dichos cultivos cantidades comparativa- 
mente grandes de 24-metilencolesterol, 7 9  
En base a estos resultados se consideraron posibles precursores 
de withan6lidos a1 campesterol, 24-metilcolesta-5,24-dien-36-01 y 
24-metilencolesterol, todos ellos fitssteroles de 28 carbonos. 
Posteriormente Lockley y colaboradores estudiaron la incorpora- 
3 cidn de 24(R,S)-24-metil(28- H)colesterol (o sea una mezcla de cam- 
3 perter01 (28-3~) y dihidrobrasicnrterol (28- H) a y 24-metilenco- 
3 lesterol 28- H, observfindose mareacidn con tritio en 10s withanbli- 
dos aislados ~ 6 1 0  en las experiencias realizadas con 24~metilenco- 
lesterol. 58 
HO 
Campesterol - 63
sitosterol - 65 
Figura 51 : Esteroles aislados de ~ i t h a n i a  sornnt'fsro. 59 
11 8 I 
Se hicieron tambien experiencias para.determinar si otros 4-des- I 
metilesteroles estaban involue~ados en la bioslntesis de withanbli- I 
 do^.'^ Los trabajos efectuados para investigar la interaediacibn del 
24-metilcolesta-5,24-dien-3~-~~arrojaron resultados confusos; no se 
encontr6 marcaci6n de tritio en withandlidos aislados de Withan ia  I 
8ornnZfez-a a la que se administrd 24-metilcolesta-5,24-dien-3$-01 I 
3 (28- H) per0 sin embargo se observd una gran p6rdida de tritio del 
esterol administrado luego de su reaislamiento de la planta. Por lo 
tanto no pudo descartarse totalmente a este esterol como posible 
precursor de withanblidos. En la figura 52 se encuentra resumido el 
resultado de e~tos~estudios biosint6ticos. 
T 
Figura 52: Posibles precursores de 10s. withanblidos. 
I En un mismo experiment0 y con fines de comparaci6n 10s autores 
administraron a plantas de Withania  aomnsfera una mezcla de 24-me- 
3 tilencolesterol (28- H) y 3-(R,S)-mevalonolactona (2-I4c) y es in- 
teresante sefialar que la relacidn deradioactividad 3 ~ / 1 4 ~  que es .., 
medida de la incorporacidn relativaal esterol de la mevalonolac- 
tona, no fue idgntica para el withandlido D - 9, y withaferina A - 8
sino que fue significativamente mayor para el primero.s8 Esto pue- 
de admitir variadas interpretaciones, por ejemplo puede representar 
una compartimentalizaci6n de 10s sitios de biosintesis o bien de 
las reservas de precursores de 10s dos withan6lidos, o podria de- 
berse a diferentes efectos isotbpicos que conducen a la withaferina 
A y el withandlido D. 
1 19 Por otra parte aunque Vande Velde y ~olaboradores~~ considera- 
ron, como se menciond en el capftulo I (ptig. 17 ) ,  a1 esgosta-5,25- 
.dien-3g-24-diol - 30 coma posible precursor de withanblidos, la in- 
tervencidn de este esterol o la de 24-metilencolesteroS en la bio- 
I I 
sintesis de withan6lidos no fue confirmada. Sin embargo, si alguno 
de Cstos u otro esterol alquilado en.C-24 estuviera presente en el 
camino que conduce a withanblidos, el Gltimo paso seria la oxida- 
qi6n de uno de 10s metilos proquirales (26 6 27) a carboxilo, dan- 
do el anillo lact6nico caracterlstico de estos compuestos. 
En este trabajo de tesis se intent6 determinar el origen bio-  
genCtico de 10s carbonos 26, 27 y 28 de 10s withan6lidos; con es- 
te fin se estudi6 la incorporacidn de tres precursores simples: 
a)  (R,S) -rnevalonola~tona-2-~~~. 
b) D ,L-metionina- 14 CH3. 
E) acetato de sodio-1-14c. 
Figura 53: Posible origen biogendtico de 10s carbonos 26 y 27 de 
i 11 I ;Imd-+! a F -1' 
10s withandlidss'. -; I II." 41- Il I 
Los carbonos 26 y 27 deberzan provenir de 10s carbonos 2 y 3 
de la mevalonolactona dependiendo de cpgl de 10s metilos proqui- 
I rales del ester01 precursor se oxide a carboxilo. En PhysaZis 
I I /  
peruvianase ha establecido que el metilo pro R de varios 24-al- 
qui l  esteroles proviene del carbono 2 de la mevalonolactona.80 En 
la figura 53 se indican 10s carbonos involucrados tomando como et 
jemplo de ester01 precursor y como witha- 
ndlido biosintetizado a la - 
Por otra parte el origen biogengtico de estos carbonos se po- 
drsa determinar utilirando acetato de sodio- l -2-l 3~ como precursor. 
Considerando la localizaci6n de marcas en el 24-metilencolesterol 
a partir de qcetgto-1- 14c,*l el esqueleto withanb- 
I 3 7  
lido guedarla marcado como s& i h d i c a  en la figura 54  si 6ste se 
biosintetizara a partir de dicho precursor simple. 
Si se pudieran aislar withandlidos bi.osintetizados a partir 
de acetato de sodio-1,2-I 3 ~ 2 ,  quedarian narcados simult5neamente 
10s carbonos 2s y 26 o 25 y 27 dependiendo del orjgen de estos car- 
Figura 54: Posible distribucidn de la marca en withaferina A bio- 
sintetizada a partir de acetato-1-2- 3 ~ 2  (10s trazos 
i i  I gruesos indican unidades intactas de acetato). 
I I 
I 
L -  ' ; 'g - I > -1. -. 1 - ,t: >- b 3  
I 
3- - 
bonos, el cual se podrfa discri6'lnar ‘par anelisis de 10s acopla, 
nientos 13c-13c en el espectro de RMN-"C de dichos withanblidos. 
Se veria aumentado el tamafio de 10s sat6lites correspondientes 
I 
I a la sefial del carbono 26 si 10s carbonos 25 y 26 provinieran de una misma unidad de acetato; en carnbio si fueran 10s carbonos 25 
I y 27 10s que derivaran de una unidad intacta de acetato se obser- 
I varia un aumento de 10s satelites dt acoplamiento correspondientes 
a1 carbono 27. Se debe recordar que estos satelites normalmente 
I no se observan en compuestos naturales debido a la baja abundancia 
natural de unidades l3c-I3c la cual es aproxinadamente 0,011. 
Por otra parte, el carbono 28 derivaria de una reaccidn de tras- 
metilacidn desde la S-adenosilmetionina hacia un ester01 precursor. 82 ,83  
I Estudios realizados permiten suponer el mecanismo de alquilacidn 
esquematizado en la figura 5 5 .  
Figura 55: Posible mecanismo de alquilacidn de un ester01 precur- 
sor de withandlidos que darza lugar a1 carbon0 28. 8 2  
La incorporacidn de ~ , ~ - n e t i o n i n a - ' ~ c ~ ~  en el C-28 de withanb- 
lidos confirmaria esta suposici 
I 
#.I.- 
. I ,  
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DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
Para poder llevar a cab0 10s estudias biosintgticos mencionados 
anteriormente, fue necesario en y. primer lugar encontrar condiciones 
. - 
de cultivo reproducibles de las plantas de Acn i s tu s  b r e v i f l o r u s  
a partir de semillas provenientes de la provincia de Tucmtln y 
realizar el andlisis cuantitativo de 10s withandlidos presentes 
en las distintas etapas de crecimiento. Posteriormente se lleva- 
ron a cab0 10s ensayos de incoxporacidn de precursores y las reac- 
ciones de degradacidn del esqueltto withandlido que permitieran 
aislar 10s carbonos de interes. 
Condiciones de cultivo de las plantas de Acnis tus  b r e v i f t o r u s .  
Aislamiento,separaci6n y analisis cuantitativo de 10s withan6lidos 
Con el fin de sistematizar las condiciones de cultivo, las se- 
millas de Acnis tus  b r e v i f z o r u s  se cultivaron en una cgmara de cre- 
cimiento especialmente construlda, como se describe en la parte 
experimental, haci6ndolas germinar en tierra, arena y solucidn 
~ a l i n a . ~ ~  Teniendo en cuenta 10s resultados mencionados en el ca- 
pftulo 111, el aislarniento de 10s withandlidos se realiz6 por ex- 
traccidn directa de las plantas con dter etilico en frio duran- 
I 
te 24 horas. En una primera etapa la separacidn de withanblidos I 
- .y $ 
se l0gr6 por cromatografia bidimensional del extracto segfin el 
mCtodo de ~ o c k l e ~ ~ *  usando acetato de etilo-benceno (4:l) (o aceta- 
:to de etilo-tolueno ( 4 : l ) )  y metanol-cloruro de metileno (1:14) 
como solvente de desarrollo. Posteriormente la cuantificaci6n de 
.. . 
10s withandlidos se llevb a cab0 por comparac1i6? cromatbgrefica 
con soluciones patrones utilizando placas de silicagel de 250 im,  
o por CLAR mediante el mgtodo del estandar externo, ambos descrip- 
tos en detalle en el capitulo 111 (ver pSgS1). 
Contenido de withan6lidos en las distintas etapas de crecimiento 
de las plantlculas de Acnis tua b r e v i  f torus 
El contenido de withandlidos en las distintas etapas de cre- 
cimiento de las planticulas de Acnistus 
I I  j l  
por comparaci6n cromatbgriifica con 
tados obtenidos se resurnen en.las tablas 13 y 14. En ambos casos . 
aparecen alrededor del dia 15 manchas que revelan como withandlidos 
sin corresponder a ninguno de 10s patrones aislados de Acnistus 
b~sviftorm, por lo que se podria probables precursores 
de 10s mismos. La planta en cantidad 
apreciable entre 10s dias 14 y 18, lo cual indica que este seria 
el momento apmpiado para obtener la m8xima incorporacidn especi- 
fica de precursores marcados. MBs adelante se detallan experiencias 
realiradas con dis tintos traradores marcados con' 'C que conf irman 
esta suposici6n. 
Tabla 13 : Germinacidn en solucidn salina 
Edad 
dlas 
withaferina A - 8 
vgr/planta 
jaborosalactona D - 29 0,O 0,O 0 , 0  0,O 0,O ? 0,SO 0,SO 
ugr /planta a a 0,75 0 ,75  
jaborosalactona A 1 1  
- O , o  O , o  0 , o -  0 ,o  0 ,o  
pgr/planta 
SEMI LLAS BROTES PLANTICULAS 

Ensayos de incorporaci6n de precursores. 
. . Como se menciond a1 comienzo de este capltulo, 10s estudios 
biosinteticos se basaron en el andlisis de las incorporaciones 
de R,S-~~ievalonolactona-2-'%, ~ , ~ - r n e t i o n i n a - ~ ~ c ~ ~  y acetato de so- 
dio-l-14c en withanblidos. A continuacidn se detallan los resulta- 
dos obtenidos en cada uno de ellos, 
Incorporacidn de R, S-mevalonolactona- 2 4~ 
Para estudiar la incorporacidn de mevalonolactona se probaron 
las siguientes formas de administracidn: 
~6todo A:  Via tallos en hojas aisladas 
Metodo B: Vla raices de plantIculas en arena 
~etodo C: viaralces de brotes y plantlculas en solucidn s-alina. 
En el primer caso (mbtodoA) se sumergib el tallo de una hoja 
recign cortada en una solucidn acuosa del precursor. En el segun- 
do caso (metodo B) las semillas de Acnis tus  b r e v i f Z o r u s  , previa- 
mente lavadas con una solucidn de hipoclorito de sodio se germina- 
ton en arena calcinada, y la mevalonolactona- 2- l 4~ se adninistrd 
en la solucidn de riegoRtn el aomento deseado. Finalmente el me- 
todo C consisti6 en sumergir las raIces de brotes o planticulas 
en una solucidn acuosa de 1nevalonolactona-2-~~~. En la tabla 15 
se resumen 10s resultados obtenidos a1 administrar mevalonolactona- 
2-14c de actividad especifica 4,7 mCi/lMol y 53 nCi/mMol. 
i Tabla 15 : Incorporacidn de R,S-me~alonolactona-2-~ 4
Brotes en 
Edad ' Mevalonolactona Tiempo %1ncorporaci6n absoluta WA - 8 WA 8 
d.las mCi/mMol ~Jgr horas WA - 8 JLA - 1 1  JLD - 29 mCi/mMol Binc. en masa 
sol. salina 
Planticulas 12 
en arena 30 0 9 0 s  
15 4 ~ 7  63,O 72 394 093 0 ~ 4  
PlantIculas 
I h  en sol. IS 4 ~ 7  138,O 72 3 9 9 
salina 
' -9 
k;.. 
90 53,O 27,O 1 7  098 392 - 
Hojas en 
90 - 
sol. salina 
, m- 
53,o 26 ,3  48 891 3 9 5 
a- 
,-!& - :a*r . - +* LL .- i1 f . f $ ; w q g f : s  - . - 
" Aislamiento y andlisis cuantttativo de withandlidos por ccd en sflicagel 
I f I I #I 9~ por CLAR . 
Entre 10s resultados que surpen de la tabla 15 cabe mencianar el 
hecho de que a1 aumentar el poreenta je de mevalonolactona-2- 4~ 
administrada, se observb mqyor incorporacibn 'en withaferina A 8 
- 
(experiencias 1 y 2). Dado que las incorporaciones en withaferina A 
disminuyen luego del tercer dia de administraci6n (experiencias 3 
a 7) se puede concluir que la withaferina A no se acumula en el 
vegetal sin0 que es metabolizada a otros compuestos distintos de 
jaborosalactona A - 1 1 y jaborosalactoqa,, D 29. La mayor incorporaci6n 
' C 
- 1' 4 
en nasa observada a1 adninistrar ndva'lonolactona-214c a plantlculas 
de 15 dias de edad (experiencias 5 a 7) estarXa de acuerdo con 
10s resdtados mencionados anteriormente, segfin 10s cuales 10s wi- 
thandlidos se biosintetizarlan en cantidades apreciables- entre 10s 
dias 14 y 18 del proceso biosint6tic0,- 
En las experiencias 8 
hoja de tres meses de edad segdn el metodo A, observilndose un aumen- I 
to notable en la incorporacidn en withaferina A entre las 17 y 24 
I 
horas de administracibn,mientras que entre las 24 y 48 horas de ad- 
ministracidn la incorporacibn para este withanblido se mantiene 
. r , +pT5: 
estable, por otra parte la incorporacidn eh Fabordsa ac ona no 
varia significativamente entre las 17 horas y 48 horas de adminis- 
La estereoquimica de la me~alonolactona-2-'~~ qua quedaba sin 
incorporar en las experiencias detalladas en la tabla 15, fue de- 
13 
terminada sumergiendo nueoas'blantas en el agua remanente en 10s 
vasos usados para administrar nevalono durante uno, 
. 
dos y tres dias. En las tres experiencias se aislaron withan6li- I f  
dos marcados, lo cual indicd que quedaba sin incorporar una mezcla c fl : 1 
wfF-L -Jl lb- $;,-&- .- , . . - I I ' . , ' .:. , a:": - 2  : 1: , !  I 
2. , . .- b'
I .  I ' L .  
/ (  
, . 
Incorporacidn de D, ~ - m e t i o n i f i & - ' ~ ~ ~ ~  
n.  
En la tabla 16 se resumen 10s resultados obtenidos por adminis- 
tracidn de m e t i ~ n i n a - ' ~ ~ ~ ~  de actividad especifica 5 nCi/mMol y 
5 6 , 7  mCi/mMol a Acn is tus  b r e v i f t o ~ u s  . En todbs 10s casos 10s wi- 
... thandlidos se aislaron y cuantificaron por CLAR usando columnas 
de sslicagel (ver pPg.5 1 ) .  
Analizando 10s resultados de la tabla 16 se observa que a1 ad-. 
ministrar este precursor a planticulas de 15 dias de edad (expe- 
riencia 1 )  la incorporacidn en masa fue muy superior a la obtenida I 
en el resto de las experiencias (2 a 7) como era de esperar. 
Si se compara la incorporacidn obtenida a1 administrar un pul- 
so de metionina (experiencias 5 ,  6 y 7) con la obtenidaen las expe 
=iencias 2,3 y4, se ve que en ambos casos la incorporacidn aumen- 
t6 con el tiempo lo cual indicarla la existencia de una reserva 
interna grande de este precursor que diluye la metionina adminis- 
trada en ambos casos. Comparando ambos grupos de experiencias se 
observa que las masas de withaferina A biosintetizadas son simila- 
res, lo cual indica que el sistema estaba usando toda su capacidad 
biosintgtica. For otra parte las actividades especificas relativas 
fueron del mismo orden aumentando en el mismo sentido, lo cual 1 
indica que una vez que la diluy6 en la 
reserva interna existente, y sigui6 
10s mismos caminos independientemente de la masa de metionina ad- 
ministrada. 
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Incorporacidn de acetato de s&lio-l -14c 
En la tabla 17 se resumen 10s resultados obtenidos a1 adminis- 
trar acetato de ~ o d i o - l - ~ ~ ~  SOPCi/mHol, a hojas provenientes de 
plantas de 1 aAo de edad segCm el mdtodo A. Nuevamente como en el 
caso de 10s otros dos precursores ya mencionados, se observd un 
aumento en la incorporacidn en withandlidos entre el primer y el 
tercer dia de administracibn, principalmente en withaferina A - 8 .  
En base a estos resultados se admigirtrd acetato de s o d i 0 - 1 , 2 - ~ ~ ~ ~  
- 1 . -  - - r  
a 30 hojas segiin el mdtodo A, inkd'ntando determinar la incorpora- 
cidn del precursor por observacidn de 10s satelites originados 
en acoplamientos 13c-13c de unidades de acetato en espectros de 
R M N - ~ ~ C  a 75 MHz. Sin embargo lot porcentajes de incorporacidn 
no fueron suficientes para distinguir las especies enriquecidas 
de la abundancia natural. 
Incorporacidn de jaborosalactona A- 14C 
La comparaci6n de 10s resultados obtenidos a distintos tiempos 
de administracidn de 10s tres precursores mencionados anteriormen- 
t e  a hojas de Aonis tus  brev i f t o ru e ,  sugieren que la jaborosalactona 
A - 1 1  se biosintetizarfa antes que la withaferina A. Para confirmarlo 
r e  realizaron distintas experiencias inoculando jaborosalactonq A- 
I4c, la cual se obtuvo por adninisfracidn de 1nevalonolactona-2-~~~ a 
10 hojas de A o n i s t u s  b r o v i f t o r u s  ssgdn el matodo A.  La withaferina A 
y jaborosalactona A radioactivas se aislaron por cromatografia 
en placa preparativa, realizthdose luego una nueva purificaci6n 

de,estos withandlidos en forma independiente.La misma se llevd 
a cabo por cromatografia en placa preparativa sobre silicagel, usan- I 
do como solvente de desarrollo una mezcla de acetato de etilo- I 
I 
I 
hexano-isopropanol ( 3 0 : 3 : 2 ) ,  la cual se vi6 que era apropiada en 
2; las separaciones por CLAR de esto&~~mpuestos sobre silica gel,'^'^^ I 
La jaborosalactona A radioactiva se'purificb por CLAR preparativa 
y su pureza qulmica y radioquImica se confirm6 por RMN-IH y CLAR 
preparativa donde la pico de jaboro- 
salactona A. La a un proceso 
similar y se reserv6 para usarla en las reacciones de degradacibn. 
4 
La jaborosalactona A-'~c se administr6 a w h o j a  de tres meses 
de edad segdn el metodo A y a 10 plantfculas de 15 dfas de edad 
segdn el mGtodo C,Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 
1 8 .  En ambos casos se aislaron withaferina A y jaborosalactona A mar- 
cadas siendo semejantes 10s porcentajes de incorporaci6n; en el 
segundo caso se aisld ademas jaborosalactona D marcada. La canti- 
dad de withaferina A marcada en relaci6n a la de jaborosalactona A 
marcada fue mayor en las inoculaciones a planticulas, lo cual es- 
t8.de acuerdo con 10s resultados anteriores (ver plg.12d que indi- 
caban la aparicidn de withaferina A 8 entre 10s dSas 15 y 18 de 
-
crecimiento. 
En base a 10s resultados anteriores se puede decir que la 
jaborosalactona A seria bi~sint~tizada inicialmente en las plan- 
ticulas sin acumularse hasta el dSa 18 transformilndose en esta e- 
tapa en withaferina A .por hidroxilacidn en posicidn 4 6 .  En hojas 
sisladas la jaborosalactona A-'~c se diluiria con jaborosalactona A 
1 :  
- 1  knddgena y se convertiria en withaferina A por hidroxilacidn en 
% I ,  
. &. '&osicidn 4 6  y en jabo~osalactona D por apertura hidrolitica del e- 
-- 
- 
I 
T a b l a  1 8  : Conversidn de jaborosalactona A -I4c por 
HOJAS 
PLANTICULAS 
brev i  f Zorus 
JLA 11 
-
WA 8 
- 
JLD 29 
T 'L -
Reacciones de degradacidn de w3tthanGlidos -
I ,  * 
Como se menciond a1 comienzo de este capft:~lo, uno de los%~ri -
. ;a 
4. 
cipales objetivos de 10s etiudios biosinteticos realizados fue 
determinar el origen biogengtico de 10s carbonos 26 y 27 de 10s 
withanblidos. 
En base a 10s resultados obtenidos a1 incorporar 10s precur- 
sores simples mencionados 
withandlidos radioactivos 
inoculadas con ~ , ~ - 1 n e v a l o n ~ l a c t o n a - 2 - ~ ~ ~ .  Con el fin de aislar 10s 
.  . 
carbonos 25, 26 y 27 y comparar su3 actividades se sometieron a 
distintas reacciones de degradacidn a la withaferina - A - 8 y la ja- 
borosalactona A - 11. 
4 1  
I 
I 
Aislamiento de 10s carbonos 25, 26  y 27 comb Scido glicgrico 
Degradaci6n de withaferina A 
La withaferina A se someti6 a1 esquema degradativo indicado 
en la figura 56. El tratamiento de la misma con MeOH-AcONa segui- 
do por acetilzcidn con ActO-Pir di6 2,)-dihidro-2 ,22-diacetoxi- 
3-metoxiwithaferina A 70 la cual fue ozonizada y el ozdnido resul- 
-
tante reducido con zinc en Bcidu acbtico, obtenigndose el ester 
dcl.8cido glicgrico 71. La hidr6lisis alcalina de este ester dib 
-
coma productos la 6-hidroximetilcetona 72 y gcido glicgrico 73 
- - 
( C - 2 5 ,  26 y 2 7 ) .  Para hidrolizar dicho dster debieron buscarse 
las condiciones adecuadas; en todos 10s casos las hidrdlisis se 
llevaron a cab0 a temperatura ambiente con agitacidn. 
13' 
A1 alcalinizar con C03HNa (pH:8) durante 1 hora, aparecid un pre- 
cipitado blanco gelatinoso debido a la presencia de sales de zinc, 
el cual fue filtrado a1 vadopor celite y el filtrado resultante 
extraido con diclorometano. No se detect6 presencia de B-hidroxi- 
metilcetona - 72 en esta fase ni de gcido glicdrico en la fase acuo- 
sa. La ausencia de dichos productos de hidrdlisis se debi6 a que 10s mis- 
mos hablan quedado adsorbidos sobre las sales de zinc, lo cual se 
comprob6 a1 disolver las mismas en medio Scido y analizar la solu- 
ci6n resultante por ccd. Posteriormente la hidrdlisis se llev6 a 
cab0 a pH:8 durante 45 minutos per0 alcalinizando CQP NaOH 0,1 N 
y transcurrido este tiempo se acidific6 la soluci6n con ClH(d) 
hasta disoluci6n total de las sales de zinc (pH:5) (evitando de es- 
ta manera la perdida de 10s pr&ductos de hidrdlisis por adsorcidn 
sobre las mismas). Luego ae extraer con diclorometano se analizaron 
ambas fases por ccd observgndose una hidrdlisis incompleta del bs- 
ter. En base a estos resultados se repiti6 el tratamiento anterior 
aumentando el tiempo de hidr6lisis (2hs). A1 analizar la fase acuo- 
sa por ccd se observe una s61a mancha debida a la ehidroximetil 
cetona - 72 lo que indicaba una hidrdlisis completa del dster; el 
Scido glicgrico se identified por cromatograf5.a en papel (CP) con 
una muestra autentica de Bcido glicCrico. 
La 8-hidroxicetona - 72 sa trat6 con AcZO-Pir obtenidndose una 
mezcla de productos. El anelisis de la misrna por RMN-'H indicaba 
la presencia de un product0 minoritario correspondiente a la B-hi- 
droximetilcetona acetilada 74 mientras que 10s dos productos ma- 
-
-4 
yoritarios (75 - y 7 6 ) ,  se originaron por deshidratacien de la B-hi- - 'A? 
- :$I 
droximeti lcetona - 72. 
- 
75 R: 
I . I I  
- 1  ' .fill".' 
Figura 56: Aislamiento de los..carbonos 25, 26 y 27, Degradaci6n de 
withaferina A 8. 
- 
El aislamiento a partir de la fase acuosa y posterior ruptura 
del Bcido glicgrico se prob6 usando una muestra autgntica del mismo. 
La ruptura se llev6 a cab0 con I04Na en un 
ginsndose como productos de reaccidn formaldehido (c-27), di6xi- 
do de carbono ( C - 2 6 )  y Scido f6rmico (C-25) como se indica en l a  
figura 57. 
Una vez finalizada la reaccidn, el bal6n de reacci6n se conec- 
t6 a una serie de trampas y se pas6 nitrdgeno a travds del sistema. 
El formaldehido y el didxido de carbono se recogieron haciendo 
burbujear la corriente de nitrdgeno a traves de 8 pes acu~?a$~ 
de dimedona 0 , 4 %  (derivado dimedona-formaldehldo) y de (HO)~B~ ' 
(C03Ba ) .  Sin embargo parte del formaldehIdo qued6 retenido en-el 
bal6n de reacci6n y el mismo se aisl6 por agregado de una solucidn 
acuosa de dimedona 0 , 4 %  a1 contenido del bal6n ajustando previamen- 
- .  1 . . i 
. dl1 * 
HCOOH gcidos volbtiles(C-25 
Figura 57: Ruptura del tlcido glic6rico. 
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te el pH a 6,s. La aparicidn del  precipitado dimedona-formaldehi- 
do fue inmediata ( previamente se comprob6 que la presencia de 
IOqNa no influia en la reaccibn). Una vez separado el precipitado 
de dimedona- formaldehido e3,filtrado se alcalinizb, se lav6 con 
diclorometano descartsndose esta fase, se ajustd a pH:2 y se liofi- 
lizd. El dcido f6rmico se recogid junto con la fracci6n de Bcidos 
, y J a  soluci6n. volatiles que pudieran estar presentes, 
a m  
En la tabla 19 se resumen las distintas condiciones probadas 
para la ruptura del lcido glicerico. 
I '  
Tabla 19 : Reaccidn de r u p 2 u f ~  del ticido glicerico con I04Na 
pH arrastre H ! H-dimedona C03Ba 
Par N2 1 % 
6,5 
5,8 
3 (T amb) 
3 (calor) 
(a) El tiempo de reaccidn fue on todos 10s casos de 48 hs. 
El mejor rendirnieento de la reaccidn de ruptura con I04Na se 
I .:q 
obtuvo a1 trabajar a p~:5,8 usando buffer fosfato 0,2 M cono medio 
de reacci6n . Se probd ademds llevar la mezcla de reaccidn a pH:3 
antes de pasar N2, con el fin de favorecer la foraacidn de C02, 
lo que se comprobd a1 observarse una aparicidn mas rlpida de CO3l3a 
(linea 4). El calentatniento de la mezcla de reaccidn durante el pa- 
paje de N2 no produjo diferenciss apreciables en la evolucidn de 
C02 Y HZCO. 
En base a 10s resultados obtenidos con una muestra autentica 
de acid0 glicbrico, el aislamiento del mismo a partir de la fase 
acuosa derivada de la hidr6lisis alcalina suave del 6ster 71 
- 
se llevd a cab0 por acidificacidna pH:Syliofilizaci6n. El sdlido 
se extrajo durante 24 horas con acetona y luego de filtrar y e- 
vaporar la solucidn a sequedad el residuo se redisolvid en buffer 
fosfato 0,1 M (pH:S,8). La ruptura con I04Na se llev6 a cab0 se- 
gGn las condiciones probadas pars la ruptVJa .del Scido glicbrico. 
La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A 42 se sometid a una 
-
degradacidn similar a la anterior como se esquematiza en la figura 
58. Se aisl6 Scido gl~ce'rico el cual $t! rratd con I*- Na como se 4 
describib anteriormente para la degradacidn de withaferina A 8 
aisldndose 10s carbonos 25, 26 y 27. 
, NaOH (d l?  HO ! -6~-CH~OH OH 
2) Zn,AcOH 
Figura 58: Aislamiento de lo carbonos 25, 26 y 2 7 .  Degradaci6n 
de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona,Ai 
Degradaci6n de withaf erina A radioactiva 
La withaferina A - 8 radioactiva se aisld a partir de hojas de 
n c n i s  tus b r s v i  f lorus inoculadas con mevalonolactona-2-' 4~ como se 
detalld anteriormente (ver p6ge131(D. La pureza quimica y radioqui- 
mica de la withaferina A sin diluir se confirm6 por espectroscopIa 
1 RMN- H y CLAR preparativa donde la radioactividad coeluy6 con el 
pic0 de withaferina A. J,uego de diluir con product0 frio, se re- 
cristaliz6 hasta actividad constante y se someti6 al esquema de de- 
gradaci6n indicado en la figura 56. Como se detalld anteriormente 
el Scido glicerico se tratd con I04Na aislendose formaldehfdo (C-27)  
como su derivado dimedona, di6xido de carbon0 (C-26). como carbo- 
nato de bario y Bcido fdrmico (C-25)  junto con la fraccidn de Bci- 
dos vol5tiles. Las actividades'especXficas de la withaferina-A 
y sus productos de degradacidn se indican en la tabla 20. 
~& 
Tabla 2 0: ~ctividad6r;' es# ifieas da withaferina A y sus productos 
pe degradacidn obtenidos segln el esquerna indicado en la 
- 
figura 56. 
2,3-dihidro-3-metoxi- 
withaferina A - 33 
8-hidroximetilcetona - 72 
Act. esp. (dpm/mMol.) Act. esp.ael.(%) 
6,20 r 10 6 100 
(a) valor estimado de la radkoaetividad total de lpia fraccidn 
Los resultados resumidos en la tabla 2 0indican.que elcarbono 
26 se encuentra 10 veces mas marcado que el carbono 27.'Por otro 
lado 10s carbonos 25 y 27 tienen radioactividades comparables, lo 
cual indica una pequefia dispersidn de la marca. Estos resultados 
demuestran que el carbono 26 deriva del carbono 2 de la mevalono- 
lactona y dado que este carbono es estereoespecificamente incor- 
porado en el pro-R-metilo (C-26) de varios esteroles (sitosterol, 
24-metilcolesterol, stigmasterol, a-spinasterol]80 seria este me- 
tilo el que se oxida a carboxilo (C-26)  en 10s withanblidos. 
Por otra parte 10s valores de la tabla 20 muestran que la radio- 
actividad total del dcido glicdrico es menor que la esp.rada con- 
siderando .que 10s withandlidos derivan de la ?eval~nolact~na- 2  ' 4~ 
a traves del 24-n~etilencolesterol y deberian tener marcados 10s car- 
-y 
bonos 1 ,  7, 15, 22 y 26. En este caso se esperarfa encontrar en r I: 
- 
kl 5cido glicerico un 20% de la actividad presente en withaferina A .  
Los valores muy inferiores encontrados sugieren que existiria una 
ruta alternativa en la biosintesis de withandlidos en ~ c n i s t u s  I 
b r e v i fZorus  , en la cual se romperfa la cadena lateral de un este- 
rol precursor con perdida del carbono 26, si bien 10s resultados 
anteriores no permiten establecer en que enlace de la cadena tiene 
lugar la ruptura. 
* , - .  
Aislamiento de C-1 como 5cido benzoico y del C-26 como benzofenona 
Con el fin de comprobar la existencia de una ruta alternativa 
- 
con ruptura de la cadena lateral, se compararon las actividades 
del C-26 y del C - 1  (perteneciente a1 n6cleo esteroidal) aislados 
mediante un mismo camino degradativo de withandlidos marcados 1 '  :g!' 
biosintetizados a partir de me~alofi&acfona-2-'~~. 
Si no hubiera ruptura de cadena, ambos carbonos provenientes 
del C- 2 de mevalonolactona debarlan ten& actividades especif icas 
equivalentes , en caso contraria la actividad especlfica del C- 26 
serIa menor que la del carbon0 proveniente del ndcleo esteroidal 
(C-1). 
Degradacidn de withaferina A 
La withaferina A se sometid a1 esquema degradativo indicado 
en la' figura 59. Por tratamiento de la mlsma con MeOH-AcONa se ob- 
tuvo 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A - 3 3 .  A una solucidn de la mis- 
ma en THF, se agreg6 una solucidn de fenil-litioen el mismo solven- 
te observSndose inmediatamente la precipitacidn de la correspon- 
diente sal de litio la cual sBlo se redisolvid a1 calentar la mez- 
cla de reaccidn a ebul.licidn durante 1 hora bajo atmdsfera de N2, 
formando una soluc~dn marrdn oscura. 
Una solucidn de idCntico aspect0 a la anterior se obtuvo por 
agregado de la solucidn de 2,s-dihidro-3-metoxiwithaferina A - ;3 1 
en THF sobre un exceso de fenil'litioen THF. En estas condiciones 
se form6 una suspensidn fina marrbn clara que luego de ser someti- 
das a ondas de ultrasonido a temperatura ambiente durante 2 horas 1 
dio una solucidn marr6n oscura.En ambos casos se aisl6 un aceite 
marr6n oscuro por cvaporacidn del solvente, que se purific6 por I I 
columna de sllicagel . El producto principal se analizd por RMN-'~C . I 
1 4 5  
y s i  b i e n  su espec t ro  no puda ser totalmente asignado,  6 s t e  ind ica -  
b a . a u s e n c i a  de grupos c a r b o n f l ~  y presencia  de f e n i l o s  en l a  mol6- 
c u l a .  E s t e  product0 s e  oxide con S04H2/Cr03, sometidndose inmedia- 
tamente a  una d e s t i l a c i d n  gor  a r r a s t r e  con vapor .  La benzofenona 
y e l  iicido benzoico d e s t i l a d o s  s e  r rcogieron  sobre  una solucidn 
a l c a l i n a  y s e  separaron pos ter iormente  por e x t r a c c i 6 n .  La benzo- 
fenona ( C - 2 6 )  s e  d e r i v a t i z d  obtenibndose f ina lmente  l a  oxima corres-  
pondiente .  Luego de a c i d i f i c a r  l a  so luc idn  acuosa,  e l  Bcido ben- 
.zoico ( C - 1 )  s e  e x t r a j o  exhav~stivamente con Bter  e t f l i c o .  La pre-  
senc ia  de Btido benzoico en e l  e x t r a c t 0  e t d r e o  s e  comprobd por ccd 
per0  e l  mismo se a i s l 6  ccn muy ba jo  rendimiento y no fue  p o s i b l e  
su r e c r i s t a l i z a c i b n .  
I 
Figura 59:  Aislamiento de 10s t i rbonos  1 y 26. Degradacidn de 
w i t h a f e r i n a  A 8.  
Degradacidn de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A  4 2  
La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A - 42 se someti6 a un 
esquema degradativo similar a1 anterior. I 
En este caso a1 agregar una solucidn de fenil-litioen THF sobre 
una solucidn de 2,s-dihidro-3-etoxijaborosalactona A no se obser- 
v6 precipitacibn de la sal de litio como en el caso de la 2,3-di- 
hidro-3-metoxiwithaferina A - 33, sino que se form6 una suspensi6n 
fina que se transform6 en una soluci6n marrdn oscura luego de so- 
I meterla a ondas de ultrasonido durante tres horas a temperatura 
I ambiente. Esto indicarsa que 1s introducci6n de un hidroxilo en po- sicidn 48 del esqueleto withandlido es crftica en la solubilidad 
de la sal formaCa.El producto de fenilaci6n aislado en este caso 
se tratd como se describid anteriormente aisliindose la oxima de la 
benzofenona (C -26 )  y el Bcido benzoico (C-1) con rendimientos 
similares. 
Degradacidn de wj-thaferina A radioactiva. 
Aislamiento de 10s carbonos 1 y 26 
La withaferina A - 8 radioactiva se aisld mediante una experien- 
cia andloga a la mencionada ante~iormente (ver p1g.134) administran- 
I do 1nevalonolactona-2-~~~ a 10 hojas de A c n i s t u s  b r e v i f 2 o r u s  via 
I tallos. Se aislaron withaferina A  radioactiva ( I . A .  4,1%) y jabo- 
rosalactona ~ ' 1 1  radioactiva (I.A. 3,4%). Esta Gltima se reserv6 
I - para estudios p o s t e r i ~ ~ ~ ~ , & u s g o  - de comprobar la pureza quimica 
I -Ih y radioactiva como en el caso anterior, se diluyd con producto 
frlo, se recristalizd hasta actividad especifica constante y se 
'+ 6 
,d 
1 4 7  
someti6 a1 esquema de degradacibh indicado en la figura 59. 
El C-26 se aisl6 como oxfag de benzofenona la cual se recris- 
talizd hasta actividad constante.El C - 1  se aisl6 como Scido ben- 
1 zoico per0 debido a1 bajo rendiaiento obtenido en el aislamiento 
no pudo ser recristalizado. Las actividadcs especlficas de la witha- 
ferina A y sus productos de degradaci&n se indican en la tabla 21. 
Los resultados $nd&a$, g apoyan la existencia 
I ! e 
de una ruta alternativa qua de la cadena 
lateral de un ester01 precursor en el camino a withandlidos que 
conduce a withan6lidos. En este caso la benzofenona (C-26) esta 
3 , s  veces menos marcsda que lo atperado para una linica ruta sin 
ruptura de la cadena. La actividad especffica del C - 1  es mayor 
que la correspondiente a la del C-26 lo quo estS de acuerdo con lo 
dicho anteriormente. Dado que no se pudo calcular exactamente la 
actividad especxfica de este carbono, no fue posible determinar 
si en el esqueleto withandlido se conserva el C-22 radioactive 
o este se pipqde a1 producirse la ruptura de la cadena.. 
Tabla 2 3: Actividades especlficas de withaferina A y.sus productos 
de degradacidn obtenidos segfin el esqugas 86g~edaEivo 
indicado en la figura 59. 
I 
compue's to 
withaferina A - 8
2,3-dihidro-3-metoxi- 
1 withaferina A - 33 
benzofenona 
Discusi6n de 10s resultados obtenidos en 10s estudios biosinteti- 
COS 
- 
El hecho de que las incorporaciones absolutas en withandlidos I 
Sean menores a1 csbo de 6 dias de administracidn, para cualquiera I 
' . 
de 10s precursores utilizados, que luego de 3 dias de administracidn 
(tablas esttl indicando que withaferi- 
- - - 
.!a na A 8, jaborosalactona A 1 1  y jaborosalactona D 29 no deben ser"' 
consideradas como productos finales, sin0 como intermediarios que 
- 
convierten en otros withandlidos y/o en otros metabolitos dis- 
tintos d e l o s  withanblidos. Las experiencias realizadas con ja- 
borosalactona A-'~c (tabla 18, ver *ag.l 35) apoyan esta hip6tesis 
# 
dado que en este caso s6l0 un 99 de la actividad adninistrada es- 
t8 presente en la mezc1.a de withandlidos aislados de bojas y un 
6 , 5 %  en el caso de plapticulas de 1 5  dlas de edad, lo que indica 
un metabolismo activo de estos compuestos, 
Como se menciond anteriormente la jahorosalactona A seria 
precursor de withaferina A y de jaborosalactona D como se esquema- 
tiza en la figura 60. 
SegGn estas consideraciones deberla reveerse la hip6tesis de 
4 Glotter y colaboradores segtin la cual un 'withanblido 4-desoxb -- 
-1 . 
S,6-insaturado seria precursor de 10s 4-desoxi-5,6-epoxiwithan6- 
lidos como jaborosalactona A y por un camino biosintetico dife- 
rente de 10s 4-hidro~iwithan6lidos~ como withaferina A (ver pSg.15) 
Cuando se hizo esta propuesta se creia que, salvo en el caso de 
P h y s a Z i s  peruviana , las plantas que producian withanblidos, con 
un sistema 4-hidroxi-5,6-epoxi, no tenian del tip0 4-desoxi- 
Figura 60: ~aborosalactona A como precursor de withaferina 
j aborosalactona D. 
5,6-epoxi (ver p6g.S5).Recientemente fue propuesto un csmino bio- 
sintgtico similar para la formacidn de withandlidos en plantas de 
~i t h a n i a  sornnt f era .  '~ado gue en Acnistus b r e v i f  2- se encontra- 
ron ambos tipos de sistemas: 4-desoxi y 4-hidroxi-5,b-epoxiwithan6- 
lidos y teniendo en cuenta 10s resultados obtenidos segdn 10s cua- 
les jaborosalactona A actfia coma precursor de jaborosalacSona D 
y de withaferina -4, el camino biosintetico propuesto por Lavie 10 
no se mantiene para esea planta. No se puede descartar sin embargo, 
la existencia de un withan6lido 4-desoxi-5,6-insaturado corno pre- 
150 
cursor de jaborosalactona A. 
Las bajas incorporaciones obtenidas con acetato-1 -14c y con me- 
t i 0 n i 1 1 a - l ~ ~ ~ ~  (tablas 16 y 17, ver plg.131 y 13% se pueden e-~plicar 
considerando que estos precurrores estin involucrados en un nGmero 
grande de caminos biosinti5ticos, auchos de 10s cuales son proba- 
blemente m6s activos que aquellos 4ue conducen 3 wi thanblidos . 
La incorporacibn comparativamente a1 ta de metionina- 4 ~ ~ 3  en wi- 
thandlidos en hojas aisladas comparada con las incorporaciones 
en planticulas de 15 dias de edad, indica, como era de esperar, 
un metabolismo m6s activo de aminolcidos durante la germinacidn 
probablemente involucrados en la biosintesis de prote as. 
En base a 10s resultados obtenidos en las degradaciones de 
withaferina A R (tablas 29 y 2.1, ver p8g. 142 y 147)que sugieren 
- 
la existencia de dos caminos alternatives para.la biosintesis de 
-withanblidos, es necesario reconsiderar el rol del 24-metilencoles- 
- 
terol como precursor de 10s mismos. 
Como se menciond a1 comienzo de este capitulo, Lockley y cola- 
3 boradores5~incorporaron 24-metilencolesterol- (28 -  H) en withand- 
lidos, sugiriendo que 10s compuestos aislados habian reteaido el 
csrbcno 28 del precursor. Sin embargo estos resultados deben g e l ,  
I - 1; 
considerados con precaucidn dado que la incorpcracidn podria jus- 
tificarse si hubiera ruptura de la cadena lateral de'un esterol 
prccilrsor entre 10s carbonos 24 y 25, lo cual implicarxa un camino 
biosintgtico sin perdida del carbon0 28 dnl esterol precursor I . I ! '  
Este tipo de ru?tura justificarla ademas la baja actividad espe- 
cEfica encontrada en ambas reacciones de Oegradaci6n para el C-26 
14 (tablas 2 0  y 21) y las bajas incorporaciones de D,L-metionina- CH3 
en withandlidos detallados en la tabla 15 (ver pSg.128), suponien- 
do que el carbon0 z s  derive de1 wetilo de la metionina. Sin embar- 
m go estas incorporaciones, a1 igual que la del 24-metilencolesterol- 3 (28- H) en withandlidos,se:!podrPon originar tambign via el camino 
f , ..- minoritario con oxidacidn del C - 2 6  a gcido carboxilico. Por otra 
J. r 3 
'3 parte, la incorporaci6n del 24-metilencolestero1- (28- H) podria 
-1 
. - 
. d m  ademss ser explicada por migracidn de tritio, pues no se realizd 
1 ninguna degra para confirmar que el'tritio estaba aGn en 
I carbon0 28. E imo arg~imento est6 tambign respaldado por 10s 
~esultados obtenidos For estos mismos autores con 24-metilcoles- 
ta-~~24-dien-3 8 -01- ( z ~ - ~ H )  s8 ,  pues en este dltimo caso se observ6 
p&rdi,da de tritic? en el ester01 a1 ser reaislado de la planta. 
La ruptura de la cadena lateral con posterior reconstr~iccidn 
de1 anillo lactdnico no es un fendmeno inusual en la bioszntesis 
de lactonas-. esteroidales como en sl caso de 10s carden6l.idos 85,86 
y bufadiendlidos de plantas87en 10s cuales estsn in;olucrados 
- 
procesos similares. En estos procesos biosintdtiecs la cadena 
lateral del colesterol se rompe dando lugar a un intermediario 
pregnano el cual condensa luego a traves del C - 2 0  con acetato u 
oxalacetatc para formar 10s anillos hutendlido o bufadien6lido 
respectivamente. En la figura 61 se esquematiza la formaci6n del 
I  anillo butendlido de cardendlidos a partir de mevalonolactona- 
11 3-I4c. El camino bjosintdtico involucrg la Iuptura de la cadena 
I lateral del colesterol formsndose el ariillo buten6lido por incor- poraci6n de una unidad acetato. a 
En la figura 62 se reprzsentan algunos de 10s posibles caminos 
.biosint6ticos que conducirian a withandlidos a partir de mevalono- 
14 
lac~ona-2-'~~ y metioninr- CH3.  ' 
colesterol 
digitoxigenina pregnenolona 
Figura 61: Biosintesis de digitoxigenina a partir de mevalonolactona. 85'86a 

CAPITULO V 
PARTE EXPERIMENTAL 
PARTE EXPERIMENTAL 
Instrumentos y mgtodos empleados 
b 
11-1 
C) . k !  I -  .f ,,, 
Los puntos de fusi6n (p.f.1 fueron determinados en un aparato 
Fisher-Johns y no estsn corregidos.. 
Los espectros de resonancia nagnetica protdnica (RMN-'H) se 1 . . I  
efectuaron a 100 MHz con un Varian XL-100 b a 500 MHz en un Bru- 
ker WH-500; 10s espectros de resonancia magngtica nuclear .13c.. . 
(w-13c) se realizaron a 2 5 , 2  MHz, en un espectrdmetro Varian 
XL-100 o a 75 MHz en un Bruker WB-300. 
En todos 10s espectros de resonancia magngtica nuclear se us6 
tetrametilsilano como referencia interna, y el solvente que se 
indica en cada caso. Los desplazamientos ulmic$s se expresan en 
:!-IL d m  (ppm) y las constantes de acoplaaiento (J) en Hz. 
Las abreviaturas usadas en la descripci6n de 10s espectros 
son: s: singulete; d: doblete; dd: doble doblete; ddd: doble do- 1' n Ilk 
ble doblete; t: triplete; c: cuar kf6; n: ltiplete y ba: banda 
ancha. 
Los espectros de masas (EM) se realizaron a 70 eV en un es- 
pectr6metro Varian Mat CH-7A con inserci6n directa. 
Todos 10s solventes fueron purificados por destilacidn y e- 
0 vaporados a presidn reducida a menos de 4 5  C. Las mezclas de solven- 
tes est5n expresadas en relaci6n de volGmenes. 
7- 
I.. 1 : -  ,>.',-!I : 4 7 II 
. : I I 
Cromatografla en capa delgada (ccd) 
Se utilizaron @la<'as das con silicagel G (Merck), de 
un espesor aproximado de 250 pm, preparadas por inmersidn en una 
suspensidn de la misma en una mezcla de C12CH2-MeOH (3:1), as5 - 
como cromatoplacas de silicagel Alu.gram Sil G/uv 254 de 250 urn 
de espesor y Alugram Nano-Sil G/uv 254 de 2 0 0  bm. 
Se utilizaron adem4s cromatoplacas en fase reversa.de alta resolu- 
cidn marca Merck HPTLC-RP 18. 
Para trabajos preparativos se usaron placas preparadas con si- 
licagel 60 PF 254 (Merck) de 2 nun de espesor, activadas 1 hora 
a 10SOy placas preparadas marca Merck. 
Como reveladores universales se usaron: 
a- S04H2-HZO (1 : 1) 
b- vapores de iodo 
Como reveladores especificos se usaron: 
c- verde de bromocresol en etanol 0,04%.1 kk 
5' .LO, sistemas de desarrollo utilizados fueron: 1 3 9 '  - 
sistema 1: acetato de etilo-hexano-isopropanol (30:3:2) 
sistema 2: acetato de etilo 
sistema 3: cloruro de metileno-metanol (14:l) 
sistema 4 : cloruro de metileno-metanol (1 0: 1) 
sistema 5: etanol-C12CH2-NH3-H20 (53:30,3:15,2:1,5) 
sistema 6: cloruro de metileno-metanol (97:3) 
sistema 7 : hexano-acetic0 Q6 :4) 
, Fromatografia en papel 
F m  . 
La cromatografia en papel (CP) se realiz6 utilizando papel 
t Whatman NO1, desarrollando con una mezcla de acetato de etilo-8c. 
. kcbtico-bc. fdrmico-agua '(18:3:1:4) (sistema 8). 
Cromatograffa en columna 
Los rellenos utilizados fueron silicagel 60 (63-200 m), si- 
licagel H (Merck, 10-40 urn) eluldas bajo presidn con aire compri- 
mido y columnas preparadas Lobar Lichroprep Si 60 B (40-63 vm) 
eluidas bajo presi6n usando una de solvente mar- 
ca Prominent-Electronic 1001 SCJ amsrtiguador de 
pulsos ; 10s solventes de eluci6n se indican en cada caso. 
Cromatonrafia liauida de alta resolucidn 
Las experiencias realizadas mediante cromatografia de alta 
resolucidn (CLAR) se llevarcn a cab0 en un cromatdgrafo liquid0 
1,084B Hewlett Packard, equipado con un detector de onda variable 
operando a 260 nm, un inyector de volumen variable con un sistema 
aut,~mgtico y un colector autnadtico de fracciones y en un croma- 
tbg;afo Micromeritics equipado con un detector de indice de re- 
fraccibn, un inyector manual 730 y una bomba impulsora de solvente. 
Las columnas usadas para trabajos analxticos y preparativos 
(hasta 150 pgr) fueron una Li Chrosorb Si 100, 10Fm (250x4,6 mm 
(DI) Hewlett Packard y otra empaquetada con un empaquetador de 
columnas Micromeritics 705. 
En trabajos preparativos a mayor escala se us6 una colwnna 
Alltech R-Sil 18 HL 10 )cm (S00x10 mm DI) y una Altex Ultrasphere 
- 
LI'A 
. ODs S )rm (250x10 mm DI). 
Las medidas de radioactividad se realizaron en un espectrb- 
metro de centelleo llquido Packard Tri-Carb 3003, o un Tracor 
dnalityc Marck 111.  Las muestras se disolvieron en una mezcla de 
:1 ml de agua y 14 ml de solucidn centellador de dioxano que con- 
:tenfa naftaleno (50 gr), 2,s-difeniloxazol (3,s gr) y 1,4-bis-2- 
(4-metil-5-feniloxazoli1)-benceno(0,150 gr) por cada 500 ml. 
Las muestras radioactivas no eluldas de la sPlica se suspen- 
dieron en id6ntica soluci6n y se agregaron 500 mgr de gelificante 
- 
Cab-0-Sil para evitar la sedimentacibn del s6lid0, 
I 
La L-meti~nina(metil-~~~) 56,7 mCi/mMol y la R,S-(2-14c)- I 
mevalonolactona, 53 mCi/mMol fueron adquiridas a Amersham Inter- 
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national Limited. La-~,~metionina- (mstil-14c) 5 mCi/nMol, se ob- 
tuvo por dilucidn de la anterior con el product0 frio. 
La R, S- (2-14c) -mevalonolactona 48,6mCi/nMol fue adquirida a 
New England Nuclear Corp. 
La R , S -  (2-14c) -mevalonolactona 4,7 nCi/aHol se prepard a par- 
tir de N-N1-dibenciletilendiamonio-bis(3pS-dihidroxi-3-metilpenta- I 
noato), 9,s mCi/mMol, adquirido a New England Nuclear Corp. 
El acetato de ~ o d i o - l - ~ ~ c  (5O~.Ci/mMol se adquirid a la Comisidn 
Nacional de Energla Atdmica y el acetato de sodio-1 -2-I3c (90atoa% 
3 ~ )  a Merck Sharp and Dohme Canada Limited. 
AISLAMLENTO, SEPARACION Y 
ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE 
WITHANOLIDOS 
  ate rial vegetal 
Extracto et6reo 
1,830 kg de hojas frescas recolectadas en el mes de diciembre 
en la zona de "Horco Mollew a 20 lol de la ciudad de Tucumln, pro- 
venientes de cuatro plantas diferentes, se colocaron en Eter eti- 
lico en un lapso no mayor de cuatro minutos luego de ser cortadas. 
Se dejaron en lugar fresco una semana. Se separ6 la fase acuosa 
y se hizo una segunda extraccidn igual a la primera. 
Los extractos reunidos en ambas extracciones, fueron concentra- 
dos a 650 ml por destilaci6n a M o  maria y luego bajo nitrdgeno 
obteni6ndose UP extracto hGmedo.de 45 grs. 
Este se llevd a seco obtenidndoseun .residuo verde oscuro de 
25gr. 
Dicho extracto se purificd por columna de silica H (30 gr) 
eluzdas con air mprimido. Se sembr6 en pastilla usando 50 gr hi 
de . silicagel y se eluyd con hexano-acetato de etilo desde una 
relacidn 100-0 hasta 0-100, acetato de etilo-isopropanol y metanol 
sucesivamente, obtenigndose las siguientes fracciones. 
Fraccidn No masa (gr) conqtituyentes principales 
ceras y colorantes 
withan6lidos menos polares 
que JLA 1 1  y colorantes 
-
JLA 1 1  v colorantes 
masa (gr) 
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constituyentes principales 
WA - 8, JLA - 1 1  y colorantes 
WA , JLD - 29 y colorantes 
JLD - 29 y colorantes 
'compuestos m4s polares que 
JLD - 29 y colorantes 
La fraccidn 1 contenia ceras y colorantes amarillos, 10s cua- 
les no fueron analizados. 
La fracci6n 2 presentaba manchas que melaban como withandlidos 
yerantmenos polares que jaborosalactona A - 11.Su anllisis detallado 
sers objeto de estudios posleriores. 
La fracci6n 3estabaconstituflda principalmente por jaborosalac- 
tona A y colorantes; Sgr de esta fracci6n se recromatografiaron 
por colurnna de silica H (100 gr). Se separaron dos fracciones 
principales un ndamentalmente por jaborosalactona A 
(1,489 gr) y otra por una mezcla de jaborosalactona A y withaferi- 
na A - 8 (0,825 gr). Las fracciones intermedias no fueron analiaadas. 
La fracci6n 4 contiene principalmente jaborosalactona A y witha- 
ferina A. Se recromatografid por columna de sslicagel H (100 gr) 
aisldndos Q principales: una constitulda principal- w 
mente por jaborosalactona A (0,634 gr) y otra por una mezcla de 
jaborosalactona A y withaferina A (0,724 gr). Las fracciones in- 
termedias no fueron analizadas. 
La fracci6n 5 estaba constituida principalmente por withaferina 
A y jaborosalactona D. Parte de esta fraccih, as5 como parte de 
las fracciones mezcla de withafarina A y jaborosalactona A aisla- 
das de las fracciones 3 y 4 Sueron prxrificadas por CLAR en fase 
reversa y 10s withandlidos pu~os se'usaron en reacciones de sznte- 
sis 
Las fracciones 6 y 7, fracciones intermedias no analizadas, 
junto con la fraccibn 2, serdn estudiadas pos teriormente en 'nuestro 
laboratorio. 
Extractos alcohdlicos 
Se utilizaron fracciones obtenidas segGn la tdcnica de Bu- 
62 kovits constituidas por mezclas complejas de withandlidos y colo- 
rantes. 
Purificaci6n de un extracto metandlico 
De un extracto metanblico, prepurificado sobre silicagel 60 
(Herck), se aisld una mezcla compleja de withanblidos. Esta se 
purificb por CLAR en fase reversa como se indica a continuacibn. 
columna: Alltech R-Sil 18 HL 1OVm (500x10 mm) 
eluyente: metanol-H20 ( 70 :  30) 
flujo: 4 ml/min 
masa total de withanblidos: 55 mgr 
w i b n  de la mezcla 3'37 
-columns: Altex trasp ese ODs 5 ~ m '  (2 50x10 mm) 
eluyente : metanol-H20 (70: 30) 
flujo: 4 ml/min 
masa total: 5 mgr 
Como en el caso anterior se purificd por CLAR una mezcla com- 
pleja de withandlidos obtenida a partir en este caso de un extrac- 
to etan6lico sobre silicagel 60 (Merck). 
columna: Alltech R-Sil 18 HL 10vm (500x10 mm) 
eluyente: metanol-agua (70:30) 
flujo: 4 ml/min 
masa total de withan6lidos: 50 mgr. 
I 
Xdent$ficactbn de 10s withanqlibos aislados. Datos espectrosc6picss 
Witha'ferina A 8 
I I RMN. H (100 MHz, DCC13) ppm: 0,72 (3H, s, Me-18), 1,05 (3H, d, J=7Hz 
. . 
Me -21), 1.42 ( 3H, s, Me-191, 2.04 (3H, s, Me-28), 4.37 
(2H,s, H-27), 4,44 (2H, dt, 5.3 y 12Hz, H-22), 6322 
(1H, d, J2,3=10H~, H-2), 6,95 (IH, dd, J =10Hz, J3,q=SH~, 
2,3 
H-3), 3,77 (IH, d, J=SHz, H-4) 3,22 ( 1H, ba, H-6). 
RMN-'~C (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver Tabla 6. 
jaborosalactona A 1 1  
-
1 '  RMN- H (IOOMHz, DCC13) ppm: 0,74 (3H,s, Me-18), 1,04 (3H,d, J=6Hz, 
Me'-21), 1,28 ( 3H, s, He-19), 2,08 ( 3H, s, Me-28), 4,4O 
(2H, s, H-27), 4,44 ( ZH, dt, 5.3 y 1 2 H ~ ,  H-22), 6,02 (1H- 
dd, J2,3=10Hz, J =3Hz, H-2), 6,86 (IH, ddd, J3,2=10Hz, 
284 
J =7HZ. J3,4F =3Hz, H-3), 3,15 (1H,ba, H-6). 3,4& 
R M N - ' ~  (25,2 MHz, D C C ~ ~ )  ppm: ver tabla 6. 
jaborosalactona D 29 
-*,78 (3H, S, Fe-18), RMN-'H (100 MHZ,D 
H-22), 5,91 (lH, dd, J2,3=10Hz, J2,4=2Hz, H-2), 6,62 ( 1 ' ~ ~  
ddd, JtS3=10Hz,J2 =SHz,J 3., 4b =2Hz, H-3), 3,67 (1H,ba, H-6). r & 
F&lN-l3c (25,2 MHZ. DCC13) ppm: .ver tabla 6 .  
iaborosalactona E 32 
RMN-'H (100 MHz, DCC13) ppm: 0,78 (3H, s, Me-18), 
1,05 (3H, d, J=7Hz, Me-21), 1,41 (3H, s ,  Me-191, 2,09 
(3H, s, Me-28), 4,38 (ZH, s, H-27), 4,46 (2H, dt, J=3 y 
12Hz, H-22), S,94 (1H, dd, J2,3m10H~, JZp4 =3Hz ,H-2), 6,70 
(IH, ddd, J2,3=10Hz, 
J3.4* 
=6Hz, J 
3,4b 
=2,5Hz, H-3), 3,90 
(lH,ba, H-6). 
RMN-'~(~.s,~ MHz, DCC13) ppm: ver tabla 6. 
2,3-dihidro-3-metoxiwithabierina;.A - 33 
1 RMN- H (IOOMHz, DCC13) ppm: 0,68 (3H, s, Me-18), 0,98 (3H, d, 
J=6Hz, Me-21), 1,29 (3H, s, Me-19), 1,29 ( 3H, s, Me-19), 
2,05 (3H, s ,  Me-283, 4,38 (2H, s, H-27), 4,46 (2H, dt, 
5.3 y 12Hz, H-22), 2 6 1  (2H, dd,H-.Z) 
7 (IH, m, H-33, 3,s (IH, m, H-4), 3,27 (1H,ba, H-6), 
3,35 (3H, s, Ck130-). 
RMN-'~c (25,2 MHz, DCC13) ppm: 209,8 (C-1), 39,6 (C-Z), 77,s 
(C-3), 75,9 (C-4), 64,9 (C-51, 60,1 (C-6) ,  29,8 (C-7), 
31,2 (C-8), 42,8 ( C - 9 ) ,  S0,4 (C-lo), 21,s (C-ll), 27,3 
(C-12), 42,7 (C-13), 56,O (C-14), 24,2 (C-IS), 39,1 (C-16), 
1 RMN- H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7. 
E.M.  m/e (%)  ; ver tabla 9, 
1 RMN- H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7;- - W L f  
RMN-I~C (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 8. 
E.M. 0): ver tabla 9. 
Tratamiento de 37 con AcOH--AcONa a refluio 
Una soluci6n de 6a-cloro-58-hidroxiwithaferina A - 37 (8mg$) 
en AcOH glacial (3ml) se reflujd 20 horas con AcONa anhidro (10gr). 
Se dejd luego 10 horas a temperatura ambiente hasta completar 
la reaccidn,se volcd sobre agua (20ml), se sec6 sobre S04Mg y 
se extrajo con C12CH2. Se obtuvo un product0 homogeneo por cdd 
(sistema 2) , que se identified como 6a-cloro-58-hidroxiwithafe- 
rina A diacetilada - 59 (9,7 mgr). 
RMN-'H (100 MHz DCC13) ljprn: ver tabla 7. m 
1 3  RMN-. C !;5.' "??I!. DCICl t I  ppm: ver tabla 8. 
3 WNv H [ I 0 0  MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7 .  
. . 
RMN-'~C (25,Z MHz, DCC13-) ppm: ver tabla 8. 
Se acetild 5,6-desoxiwithaferina A 40 (2,6mgr) con anhxdrido 
acetico-piridina. El product0 se ex !- iajo con C1 CH se puri- 2 2' 
ficb por placa usandoauna mezcla C12CH2-MeOH 5% como solvente 
de desarrollo. El producto principal se recuperd de la silica 
por eluci6n en columna con C1 CH identificlndose como diacetato 2 2' 
de 5,6-desoxiwithaferina A - 60 (3,7mgr). 
RMN-'~(100 MHz, DCC13) ppm: v6r tabla 7 
RMN- "C (25,Z MHz, DCC13) ppm: ver tabla 8 
E.M. (%) : ver tabla 9. 
1 RMN- H (100 MHz, DCC13) ppm: vcr  tabla 10. 
RMN- 13c (25,Z MHz, DCC13) ppin: ver tabla 11. 
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actona B 43 [p.f .200-201°C;AcOEt). 
-
Sa~rnetox$-4,5-.dih$drojaboros 
1 RMN- H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 10. 
R M N - I ~ C  (25.2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 1 1 .  
E.M. (%)  : ver tabla 12. 
Obtencidn de 43 por tratamiento de iaborosalactona A 1 1  con MeOH-SO.Ht. 
v 
A una soluci6n de jaborosalactona A 1 1  (5,gmgr) en metanol (4ml) 
-
se le agreg6 S04H2 8N (0,03ml). Se agitd durante 90 minutos a tempera- f4 
tura ambiente, se v0lc6 sobre C03HNa acuoso (Sml) y se extrajo con 
C12CH2 Se observd un product0 homogeneo por ccd (sistema 1) de propie- 
dades identicas a1 5a-metoxi-4,s-dihidrojaborosalactona B - 43 ( 6 mgr) . 
1 RMN- H (100 MHZ, DCC13) ppm: ver tabla 10. 
RMN- 'C (25,2 MHz, DCCl ) ppm: ver tabla 1 1 .  3 
E.M. (%) : ver tabla 12. 
oPurificaci8n de una fraccidn cruda de jaborosalactona A 1 1  
- 
obtenida a partir de un extract0 netandlico de Aenie tue  brovifEoru8. 
I 
I 
La fraccidn cruda (1SOmgt) se prepurificd por columna Lo- 
bar Lichroprep Si 60 B (40-63m) elulda bajo presi6n. 
Se tratd luego por CLAR en fase reversa usando una columna 
Alltech R-Sil 18 HL 1 O m  (500x10 mm) y una mezcla MeOH-H20 
(80:20) para eliminar 10s colorantes. Se *ai$26 una fraccidn 
constituida principalmente por jaborosalactona A 1 1  y di- 
- 
hidrojaborosalactona A 45 la cual se separ6 por CLAR segln las 
- 9  
siguientes condiciones : 
columna: Alltech R-Sil 18 HL lOun (500xlOmm). 
eluyente: MeOH-H,O (70:30) 
4 
flujo: 5 ml/min 
CLAR compuesto (masa, 'rr): - 4 5  (14,6; 9.14); - 1 1  (68,s; 11,14). 
RMN-'H (100 MHz, DCC13) : ver tabla 10. 
RMN- 3 ~ .  (25,Z MHz, DCC1,) : ver tabla 1 1  . 
,,:,:;~L$aii# 
h T : # I -  
E.M. (%) : ver tabla 1 2  
Obtencidn de dihidrojaborosalactona A - 45 
A una solucidn de jaborosalactona A - 1 1  (1 Omgr) en dioxa- 
no (Iml) se aiiadi6 una solucidn prerreducida de dxido de pla- 
tino (6mgr) en dioxano (Iml). La mezcla se hidrogend 1 hora a 1 atm 
con agitacih, se.filtr6 y evapord. La dihidrojaborosalactona A se 
aisl6 del product0 bbtenido por CLAR en fase revewe- 
. . rn 
WITHANOLIDOS 
Las semj llas de Acnia tus  brevi f torus (Grisebhtilizadas pro- 
vienen de la provincia de Tucuman recolectadas en el mes de diciem- 
bre durante 10s aAos 1980 y 1981. 
Ensayos de germinacidn 
1-Condiciones genera ~ r e i n a c i h  es y ddesarrollo 
El crecimiento de las plantas se realizd en una csmara de acr5- 
lico, con circulacidn forzada de aire caliente. Su temperatura 
+ interna se regul6 a 25 - O,S°C en el centro de la caaara, siendo 
8 8 la temperatura en el nivel inferior de 23*C. 
Las plantas recibieron luz natural, suplementada con dos tubos 
fluorescentes Sylvania tip0 Gro Lux, de 20W'cada uno. Los ciclos 
ae luz y oscuridad se regularon mediante un reloj interruptor, en 
1 2 cada uno. 
2-Prueba del poder germinativo 
Las semillas de Acnistus brevifzorus se sembraron en una ban- 
deja de plistico llena de tierra y se cubrieron con una capa fina 
de arena. Se agreg6 agua periddicamente para mantener la humedad 
de la tierra. 
En estas condiciones crecid normalmente un 80% de las plantas 
ayareciendo las primeras raices entre 10s dias 10 y 13 posteriores 
a la siembra. 
. A1 mes las plantas se transplantaron individualmente a macetas 
con tierra abonada en donde siguieron un desarrollo normal 
Este metodo, aunque perwite el desarrollo de las plantas, 
no parecia ser muy adecuado parr,la inoculaci6n de precursores 
marcados por la gran cantidad de wicroorganismos presentes que 
pudieran falsear 10s resultados. 
3-Germinaci6n y desarrollo en arena 
- Las semillas de cnzs M 8  brevifZorus se sumergieron 2 minutos 
en una soluci6n a1 1 %  de hipoclorito de calcio y luego se lavaron 
con agua destilada. 
A continuaci6n se sembraron sobre arena lavada y cplcinada 
y se humedecid peribdicamente el sistena con solucidn ~alina~~corn- 
puesta por sustancias orggnicas e inorggnicas, previamente esteri- 
84 lizada. 
En estas condiciones germinaron un 50% de las semillas aparecien- 
do las primeras raices entre 10s dias 10 y 13 posteriores a la 
siembra y 10s primeros cotiledones alrededor del dia 15.  A partir 
del dla 25 las plantas comenzaron a secarse siguiendo su desarro- 
110 normal ~ 6 1 0  si eran transplantadas previamente a tierra. 
4-Germinacibn y desarrollo en solucidn salina 
30 semillas de A c n i s t u s  b ~ e u i  f t o rus  se esterilizaron por inmer- 
si6n en una solucidn acuosa a1 13 de hipoclorito de calcio durante 
-2 minutos. 
A continuaci6n se sumergieron en soluci6n nutriente contenida 
en crisoles de 10mm de difimetro previamente lavados con etanol 
" 4> -. 
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y pesterilizados en estuia -a  1 1  u"~'c durante 1 hora. Los crisoles 
se cubrieron con papel aluminio. 
Las primeras raices aparecen entre 10s dias 4 y 5 posteriores 
a la siembra y las planticulas entre 10s dIas 10 y 13, germinando 
aproximadamente el 50% de las semillas. 
Luego de aproximadamente 20 dlas comienzan a aparecer hongos 
y las plantas no siguen su desarrollo normal. 
5-Conclusiones acerca dsl proceso de germinacidn y desarrollo 
Las plantas destinadas a realizar experiencias con hojas, 
se cultivaron en tierra en bandejas de plsstico y fueron transplan- 
tadas alrededor del mes de edad a macetas ~equefias y luego a macetas 
m8s grandes. 
Lasplantas destinadas a ser inoculadas se sembraron en arena 
o soluci6n salina y se transfirieron a recipientes cilIndricos de 
2 cm de ancho y 3 cm de altura en el momento de l a  inoculacibn. 
Inoculacibn de precursores marcados 
Obtenci6n de mevalonolactona a partir de N,N1-dibenciletilendia- 
monio bis (3,S)dihidroxi-3-met$,Spentanoato 
La sal (1 4,3mgr, 9,4mCi/mMoT) se disolvi6 en agua (2201~1) y 
se le agregd una solucidn salina de hidrdxido de sodio IN (60d). 
La N,Nt-dibenciletilendiamina se removi6 extrayendo con etdr 
etilico. La solucidn acuosa se tratd en batch con resina bberli- 
te IR 120 H+ y se agitd controlando el pH hasta pH final 6-6 ,s .  
La solucidn se filtr6 a trav6s de algod6n,se lav6 varias veces 
con H20 destilada y se liofilizd obtenidndose R,S-mevalonolactona- 
2- 4~ (394 mgr, 4,7mCi/mMol). 
Administracidn de precursores simples 
A hojas via tallos 
El tallo de una hoja recidn cortada se aplastd en su extremo 
y sumergid en (0,3-0,s m1) de solucidn acuosa del precursor simple 
14 R,S -mevalonolactona 2-14c (4,7 y 53 mCi/mMol) ,D,L-metionina- CH3 
(5 y 56,7 mCi/mMol) o acetato de ~ o d i o - l - ' ~ ~  (0,OS mCi/mMol, con- 
tenida en un recipiente de vidrio descripto anteriormente (ver 
Las cantidades de radioactividad inoculadas y 10s tiempos de 
administracidn se indican en las Tablas 15, 16 y 17 (cap. IV). El.agus 
evaporada se fue reponiendo peri6dicamente. 
A 'plantlculas via rasces en arena 
10 planticulas pequefias se colocaron en un recipiente identi- 
co a1 usado en el metodo anterior el cual contenia una capa de 
arena calcinada de 0,s cm de altura. 
La mevalonola~tona-2-~~~ (4,7 mCi/mMol) se disolvid en agua 
y se suministrb como solucidn&riego via raices. 
Las cantidades de radioactividad inoculadas y ti.empos de admi- 
nistracidn se indican en la tabla,lS(cap. IV). El agua evaporada se 
repuso periedicamente. 
I .  
, .. . 
p .  - $ i m m  9 - 
I * l ; ~ ; l  , ' -  l . J l ~ # j ~ : , y  A planticulas via raices en solucidn salina 
10 plantlculas se sumergieron en una solucidn de R,S-mevalono- 
lactona-~-'~~ (4,7 mCi/Mol) o ~ , ~ - m e t i o n i n a - ' ~ ~ ~ ~  (5 mCi/ mMol) 
en soluci6n salina (0 ,3 -0 ,4  ml) contenida en una recipiente como 
10s descriptos anteriormente. Las cantidades de radioactividad ino- 
culadas y tiempos de administracidn se indican en la. tabla 15 
(cap. IV). El agua evaporada se repuso periddicamente. 
Aislamiento de 10s withandlidos marcados 
Las hojas y pl-anticulas inoculadas se lavaron cuidadosamente 
. con H20 y se extrajeron con 6ter etilico (10 ml hoja o cada 10 
planticulas) durante 24 horas. S8~uego de decantar y evaporar el 
6ter , el residuo se purif.ic6 seg6n 10s siguientes mgtodos: 
a) por ccd bidimensional usando como solventes de desarrollo ace- 
tat0 de etilo-benceno (4:1) o acetato de etilo-tolueno (4:1 ) y 
cloruro de metileno-metanol (14:l). 
b)El residuo se re lo y se filtr6 a 
traves de una columna de silicagel 60 usando.acetato de etilo co- 
I 
mo eluyente. La solucidn se llev6 a 1 ml y se purific6 por CLAR 
usando una columna Li Chrosorb Si 100 l h m  (250*4,6 mm) y una - 
mezcla acetato de etilo- hexano- isopropanol (30:3:2) como elu- 
yente. 
b r e v i  f Zorus 
Experiencia 1 : 10 hojas de Acnistua  b r e v i f z o r u s  recxen cortadas 
se sumergieron en una solu~idn acuosa de'R,S-mevalonolactona-2- 
I4c (53 mCi/mMol, 143uCi) durante 3 dias. Transcurrido este lapso 
se extrajeron 10s withandlidos -corn0 se indic6 anteriorntente: 
Los principales withandlidas, withaferina A - 8 y jaborosalac- 
rona A - 9  1 1  se aislaron por ccd preparativa en sllicagel usando 
cloruro de metileno-metanol (14:l) y purific8ndose luego por ccd 
'Bnsilicagel usando una mezcla de acetato de etilo- hexano-isopro- 
pan01 (30:3:2) como solvente de desarrollo cada una de las fraccio- 
nes anteriores. 
8 La withaferina A radioactiva (5 ,6  mgr;3,85 10 dpm/mMol; inc. 
absoluta 2 , 9 % )  y la jaborosalactona Arldioactiva (4.0 ngr , 5 , 18x10  8 
dpm/mMol; inc. absoluta 2,9%) tenlan idCnticas propiedades a1 ser a- 
1 
nalizadas por CLAR y RMN- H que 10s respectivos patrones. 
2 mgr de la withaferina A radioactiva se diluyeron con materiql 
frio (120 mgr) y se recristaliz6 hasta actividad especifica cons- 
tante (6,20x10~ dpm/mMol) la cual se reservd para usar en reaccio- 
nes de degradaci6n. 
La jaborosalactona A radioactiva se purific6 por CLAR y se 
- 
utilizd en experiencias de incorporacibn. 
Experiencia 2: En una experiencia an6loga a la anterior se adminis- 
tr6 R,S-mevalonolact ona-2-I4c (48,6 nCi/mMol, 143 u Ci) a 10 hojas 
de A c n i s  tus brev i  f Zorus recien cortadas. 
8 Se aisl6 withaferina A radioactiva ( 9 , s  mgr, 3,2x10 dp/Mol; 
inc. absoluta 4 , 1 % )  y jaborosalactona A radioactiva (13 mgr,l,8~10 8
dpm/mMol;inc. absoluta 3,4 %). 2,5  mgr de la withaferina A radioa- 
tiva se diluyeron con material frfo (210 mgr) y se recristaliaaron 
6 hasta actividsd especlfica constantc (3,7*10 dpm/mMol). 
Administracidn de 14c- j aborosalectoha A 
Se utiliz6 4 ~ -  j aborosalactona A (S, 1 x 1 ~ ~ d ~ m / l s ~ o l )  obtenida 
a partir de R, S-1nevalonolactona-2-~~~ (53 mCi/mMol) como se descri- 
bi6 anteriormente (experiencia 1). 
Administracidn via - hoj as 
La jaborosalactona A radioactiva (0,0032 pCi) se disolvi6 en 
200 v 1  de agua. Se agregaron 2 gotas de Tween 20 y se sometid 
a ondas de ultrasonido. 
Se sumergieron en la misma 2 hojas durante 24 horas; 10s withanb- 
lidos w xtrajeron con Bter etslico en frio y aislaron por CLAR 
como se describi6 anteriormente. 
ondas de ultrasonido. 
La jaborosalactona A radioactiva (0,0032 pCi) se disolvi6 en 
200 p1 de agua. Seagrggaron 2 gotas de Tween 20 y se sometieron a 
Se sumergieron en la misma 10 planticulas de 15 dias de edad ~!q 
- .- 4 
durante 3 dfas. La extraccidn y aislamiento de withan6lidos son 
A .  - : j 
i, ? 
anglogos a la experiencia anterior. . .  . #  I 
*>.I1 . d 
. . -  ..:i I,. 
, f . k ~ . ~ - i < . ~ ~ l l . ~ ! . ~  ; . , , i l l .  IU'+,F 
>.' 
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Secuencia degradativa para l o  ;btencibn de los carbonos 25, 26 y 2 7 .  
Aplicaci6n a withaferjna A 8 
La withaferina A 3 (50 mgr) se disolvid en una solucidn de ace- 
- 
tat0 de sodj.o.0,OSN en metanol (10ml). Se cal.ent6 durante 9 hnras 
a reflujo y se dej6 lirego 12 horas a temperntura anbionte con agi- 
tacibn. 
Se evapord el metanol y se extra30 con cloruro dz metileno. 
Por evaporacidn del solvente se obtuvo un product0 cristalino, 
homogeneo 3) que se identified como 2,3-dihidro-3- 
3 (58,3 mgr). 
-
RMN- ' H  ( 1  u u  MHZ , D C C ~ ~ )  ppm: ver pLg. 
RMN-'"c (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver pag. 
b) Acetilacidn de 2,s-dihidro-'3-qetoxiwithaferina A 
La 2,3-dihidro-3-netoxiwithaferina A 33 (58,3 mgr) se aceti- 
-
16 con anhldrido acetic0 (1,s ml) y piridina (1,s ml) , dlirante 
24 horas a temperatura ambiente protegie~do de la luz. Se volcd . 
luego la mezcla de reacci6n sobre lcido clorhidrico-H20 (1:lO) 
y se extraio con cloruro de mstileno. Luego d2 secar sobre sul- 
fato de magnesio y filtrar, se evapord el solvente. Se obtuvo 
unproducto homoggneo por ccd [sistema 3) que s2 identific6 como 
el diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A - 70 (68mgr). 
RMN-'H (100 MHz, DCCIJ) ppn: 0,68 (3H,s,Me-1 E ) ,  0,98 (SH,dlJ=6,S 
Hz, Me-21j, 1,28 (3H,s, Me-19), 2,08 (3H,s,Mc-28), 2,09 
(3H,s, Ci3C02), 2.70 (2H,m,H-Z), 3,27 (1H,ba, H-6), 3,41 
(3H,s,Ck130), 3,60 (lH,m,H-3), 4,37 (lH,dt,J-12 y 4 Hz, 
H-22), 4,63 (1H,d,J=2,S HZ, H-4), 4 , 8 7  (2H,s,H-27). 
c )  Ozon6li.sis reductiva del diacetato de 2.3-dihidro-3-metoxiwitha- 
ferina A 
El diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 70 (68 mgr) 
-
ae disolvid en una mezcla de cloruro de metileno-acetato de etilo 
(1:1) (7s m1) y se ozonolizd durante 1 hora 30 minutos a 0°C has- 
ta desaparicidn del product0 de partida por ccd (sistema 4). Se 
observd una mancha blanca -en el origen a1 revelar con iodo debida 
a la presencia del oz6nido. Este se disolvid en Bcido acgtico 50% 
(15ml) y se agreg6 polvo de zPnc (SO mgr) . 
Se calent6 una hora con adre caliente y se dejd 24 horas a 
25 O C  en oscuridad. La nerclia dc reaccidn se llev6 luego a pH:8 
con soluci6n de hidr6xido ae sodio 0,: N. Se observ6 aparicidn 
, . de  :In precipitado blanco. Se dejd 2 horas a temperatura ambiente 
- - 
a '. I 
I 60- agit.aci6n y se extrajo con cloruro de metileno. Se llev6 a 
, -1. - $1 - 
pH:5 con Lcido clorhidrico y re cxtrajo nuevamente con cloruro de . - ~ j  
metileno , el cual se uni6 sl extract0 anterior. 
La fase acuosa se reservb'pars tratamiento posterior. (ver 
rupt G l i c g r i c o ,  pdg.184). 
!,a fase orgsnica se sec6 sobre sulfato de magnesia, se fil- 
tr6 y se evapor6 el solvente. Se obtuvo un producto homogCneo 
por ccd (sistema 3) que se identified como la B-hidroxicetona 
7 2  ( 4smgr). 
-
RMN-'H (1 00 MHz, DCC13) : 0,68 (3~,s,~e-18); 0,98 (3H,d,J=6,5Hz 
Me-21), 1,20 (3H,s,Me-19), 2,09 (3H,s,CH3C02), 2,30 (3H, 
s, CF3CO), 2,46 (2H,d, J=611z, H-23), 2,80 (tlt,m,H-2), 3,2S 
(1H,ba,fl-h), 3,41 (3H,s,Cg30), 3,62 (IH,m,H-31, 4,20 (1H, 
m,H-22), 4,63 (1H,d,.J=2,5 ~z,H-4] 
RMN-'~C (25,2 MHz, DCC13) ppa: 208.6 C - 1 ,  40,6 (C-2), 76,4 
La 6 -hidroximetilcetona 72 (1 6,3 ngr) se disolvi6 en piridina. 
-
(0,3rl) y se agreg6 anhidrido ocdtico (0,3 ml). St dej6 la mezcla 
de reaccidn 24 hs en oscuridad con agitaci6n. Se volc6 sobre una 
mezcla de Bcido clorhidrico-H20 (1:20) y se extrajo con cloruro de 
metileno. A1 analizar el producto por ccd (sistema 4 )  se observe una 
1 mezcla de productos ( 10 mgz).El anllisis de la misaa por RMN- H 
indicaba la prasencja de un producto nincritario corruspondiente 
a la (3-hj.droximetilcetona acerilada 74 mientras que 10s dos pro- 
-
ductos mayoritarios se oripinsron por la deshidratacibn ds la 
hidroximetilcetona (75 - y - 763. 
WN-'II (100 MHz, DCC13) ppn: 0,68 (s, Me-18, 2 y 761, 0,70 
(s, Me-18, - 74), 1,27 ( M e - 1 9  2,01 (s, CH_3CO2-22, - 74), 
2,08 (s, CH3CoZ), 2,ll , 2,18, 2,22 (s,Me-ZS), 4,63 
(d, H-4), 5,35 (m, H-22,2), 6,O (d, H-23 Ji3,22-16Efz) , 
6916 (d,H-23 JZ3,22 U~OHZ), 6,64 (dd, H-22,J$2,23~16H~ 
- A 
' I - e )  Aislamiento de 10s carbenos 2 5 .  26 u 7 .  Ruptura d e l  Bcido 
La f a s e  acuosa -- reservada anter iormente  [pgg. 182) s e  l i o f i l i z 6  y 
s e  e x t r a j o  durante  2 4  horas con acetona.  U~na a l i c u o t a  d e l  extract .o  
s e  a n a l i z d  Far  CP junto con Bcido g l i c s r i c o  patr61i ( s i s tema 8 ) .  
A 1  r e v e l a r  con I04Na-Mn04K se observ6 unn manchn a m a r i l l e n t a  que 
c o i n c i d i 6  a l a  debida a 1  Bcido g l i c 6 r i c o  pa t r6n .  
Por an51 i s i s  de c t r e  a l f c u o t a  por ccd (s is tema S) s e  observd 
una mancha amaril . la que co inc id ia  con l a  or ig inada  por e l  Bcido 
g l l c 6 r i c o  a a t r 6 n  a1  r e v e l a r  con verde de bromocr?sol en e tanol  
0 , 0 4 % ,  Se evapor6 l a  zcetona y e l  r e s iduo  (mezcls de Bcido g l i -  
c d r i c o  y s a l e s )  s e  disol .ni6 en b u f f e r  f n s f a t o  0,lM (pH: 5 , 8 )  (2ml) 
y se agreg6 T04Na (1 20 mgr). La so luc j6n  se d e j 6  en oscur idad  a  
25 " C  durante  48 horas .  
Se 11ev6 luego a  pH:3 con gc ido  c l o r h i d r i c ~  d i l u f d o  y por pasa- 
j e  de n i t rdgeno  s e  recogi6 e l  carbonat0 de b a r i o ' . (  12mgr) prove- 
n i e n t e s  d e l  C-26, formado por captura  en una trampa conteniendo 
sol1ici6n sa tu rada  de hidr6xido de b a r i o .  Es te  se f i l t r 6  s i n  e n t r a r  
en con tac t0  con e l  a i r e .  E l  con ten id^ r e s t a n t e  d e l  bal6n de  reacc idn  
sc f i l t r 6 ,  e l  f i l t r a d o  s e  l l evd  a pH:6,5 y s e  agreg6 a1 f i l t r a d o  
una s o i u c i 6 n  acuosa de dimedona 0,4% (5ml). E l  p r e c i p i t a d o  formado 
se f i l t r d  obteni6ndose e l  derivado dimedona-formaldehido a  p a r t i r  
d e l  fcrmaldehldo proveniente de1 C - 2 7  (20 mgr) 
La so luc i6n  acuosa ' se  a l c z l i n i z 6  con soluci6n acuosa de h idr6-  
xido de 3 ~ d i 0 ,  s e  l ave  con c io ru ro  de met i leno  descarti lndose e s t t  
f a s e ,  SP a j u s t 6  e l  pY a 2 -y s e  l j o f i l i z d .  E l  Bcido fdrmico prove- 
n i e n t e  d e l  C - 2 5  s e  a i s l 6  junto con e l  r e s t o  de gcidos v o l 6 t i l e s .  
Aislamiento de 10s carbonos 2 8; LO y 27 o partir de 2.3-dihidro 
f) AcstLlaciGn y ozondlisis d~ ?a 2,3-dihidro-3-etoxijaborosaiacto- 
La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A 42 (38 mgr) se aceti- 
-
16 con anhldrido acdtico-piridina ( 1 : l )  (3m1). Se obtuvo un pro- 
ducto homogeneo por ccd (sistsma 3), el cual fue ozonolizado loego 
d e  disolverlo en un mezcla de cloruso de metileno- acetato de etilo 
(1:l) (75 ml). El oz6nido resultante se disolvid en Bcido acgtico 
50% (10 ml) Y se agreg6 polvo de zinc (25 mgr). 
- I 
El 6ster del glicgrico resultante se hidrolizb an medio alca- 
lino, separgndose luego el esteroide por extraccib~ con cl.oruro 
de merileno. La fase acuosa se reservn para posterior ruptura de 
k i d 0  glic6ric0, 
dRuptura del ~cido -glicCrico. 
La fase acuosa se trat6 cnao se detall6 en el item (e) (ver 
pBg.184). Se sisl6 el carbonat.0 de bario (6,7mgr) (C-261, el deri- 
vado dimedona-formaldehido ( 12 ngr) (C-27)  y el Bcido firmico ( C - 2 5 )  
junto con el resta de 10s Acidos vol8tiles. 
u p: 186 
1 h)&plicaci6n de la secuencia deffr9dativadescripta a wjthaferina A 
radioactiva. -
I 
Se partid de withaferina A 8 radfoactiva (40 mgr, 6,20 x 10 6 
- 
dpm/mMol) y se agregd una soluci6n de acetata de sodio 0,05 M el 
metanol (12 de reaccidn se calent6 a reflujo 9 ho- 
ras y se horas a tevperaturz ambiente. Se evapord 
a sequedad y el residuo se suspendid en cloruro de metileno 
y se filtrd. Por evaporacidn del solvente se obtuvo 2,3-dihidro-3- 
metoxiwithaferina A.  El tratamiento de la misma con anhSdrido ace- 
tico-piridina (1:l) (2ml) por 16 horas a temperatura ambiente - . '1 
' I  
di6 diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 70 (48 mgr ,. .I :I 
- rQ, 1 
. - 
6 , 1 8  x 1 ~~d~m/mMol). Este conpuesto se disolvid en acetoto de etilo- 
cloruro de metileno (1:l) (75 ml) y se ozonoliz$ a O°C durante 90 
minutos. Se evapor6 el solvente y el ozdnido resultante se tratd 
con polvo de zinc (35 mgr) y acid0 ac.btico 503 (10 ml). Luego 
de 24 horas a 25 O C  se llevd a pH:8 por agregado de una soluci6n - t-- .I b 
-. -- L'1 
7 > de hidrexido de sodio 0,1 N y la mezcla se agitd durante 2 horas. 
La solucidn se acidificd con Scido clorhidrico dilusdo hasta pH:5 y se 
extrajo con cloruro de metileno. Por evaporacidn del solvente se 
6 obtuvo la Bhidroximetilcetona - 72 (32 mgr, 6,06 x 1 0  dpm/mMol). 
La fase acu0s.a se liofiliz6 a sequedad y el residuo se extrajo 
exhaustivamente con acetona.El residuo obtenido por evayoraci6n 
del solvente se disolvid en buffer Iosfato b,lM (pH=6) (3ml) y se 
trat6 con I04Na (120 3'gr). Desp~ls de 48 horas a 25 O C  se burbu- 
jr6 nitrbgeno, previa acidificacidn con &id0 clorhidrico dil~ido has- 
9 
ta-pH:3.  El didxido de carbon0 st recolactd como carbonato de ba- I 
4 rio (7,6 mgr, 9 , 9 0 x  10 dpm/mMol). El resto de la mezcla de reaccidn 
se llev6 a pH:6,5 y se agreg6 solucidn acuosa de dimedona 0,49.  El I 
derivado djmedona-forxaldehido se filtr6 yse recristaliz6 de meta- 
no1 acuoso (13,! mgr, 9514 dpm/mMol). 
La soluci6n acuosa se alcalinizb con NaOH(d) se lav6 con cloru- 
ro de metileno descartandose esta fase, se ajust6 el pH a 2 y se 
liofilizb. La fraccidn de B c i d ~ s  vol8tiles tenia una radioactivi- 
dad total de 1100 dpm. 
Sacuencia degradativa para airlar 10s carbonos 1 y 26. 
i) Reaccih de 2,3-dihidro-3-etoxf jaborosslactona A con fenil-litio 
A una soluci6n de fenil-litio (Smmol) en THF (21nl) recien desti- 
lado, contenida en un bal6n pequeflo cerrado con un tap6n de 18- 
tex reversible, bajo atmesfera de nitrbgeno, se agregb por medio 
de una jeringa una solucidn de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalPctona A 
42 (36 mgr) en THF (2 ml) manteniendo la mezcla de reacci6n a O°C. 
-
Se sometid la misma a ondas de ultrasonido hasta formaci6n de una 
suspensidn homogenea y luego a temperatura ambiento con agitaci6n 
durante 3 horas. Se volc6 sobre hielo (reaccibn exdtermica). 
Se llev6 luego a leve acidez con gcido clorh$drico 2 N y se extra- 
jo con cloruro de metileno. Se sec6 sobre sulfato de magnesio, se 
filtr6 y evapor6 el solvente. Se obtuvo un producto marrbn claro 
aceitoso. El anslisis por ccd (sistema 6) mostrd una mancha princi- 
pal y algunos producton minoritarios a1 ravelar con SOqH2 500, 
obscrviindose la desaparicidn total del producto inici~l, Se puri- 
fic6 la mezcla por coltlmna dc sllicagcl (a1uyent.e clcruro de meti- 
lenc con cantidades crecientes de metanol) y se aislb eL preducto 
principal. El espectro RMN-'~C de dicho product" no pudo ser to- 
talmente asignado, pexo en el mismo se det.ectaron presencia de fe- 
nilos y allsencia de carbonilo. 
j)  Oxidaci6n y aislamiento dal C-26 como benzofenona y del C-1 
como Bcido benzoico. 
El product0 de fenilacidn se suspendid en Bcido sulffirico 10% 
Cr 0 3  
(7ml) y se agreg6,(1 ,S  ~:gr). La mezcla se destild inmediatamente 
bajo corriente de nitrdgeno y se recogid en un bal6n conteniendo 
hidr6xido de sodio 10% (Sml). Se agreg6 agua a1 baldn de reaccidn 
para que su volumen se mantuviera entre 7 y 10 ml, hasta recoger 
unos 60 ml de destilado.Este destilado alcalino se extrajo con 
y se llev6 a seco obtenidndose gotas aceitosas. El anlilisis por 
(sistema 2) mostr6 una mancha que coincidia con la de la benzofenona 
patrdn a1 revelar con 2,4-dinitrcfenilhidrazina en C 1 H  2M. 
La benzofenona cruda aislada se redisolvid en etanol-HtQ (5:l) 
(72 Fl) y se agregd clorhidrato de hidroxilamina (9 mgr). Se 
agreg6 hidr6xido de sodio (16,8 mgr) con agitacibn. Se calentd 
5 minutos a baiio marla hasta disoluci6n total y la mezcla de reac- 
ci6n se volcd sobre una mezcla de H20-acid0 clorhidrico (10:3) 
(345F1). Apareci6 un precipitado blanco que se segard por filtracidn 
Se aislaron 2 mgr de oxima de benzofenona (p.F.142-143°C). 
La fase acuosa se acidified con Scido clorhidrico diluido y 
;e extrajo con Gter etilico exhaustivaaente. El extract0 etereo 
se sec6 sobre S04Na2 y filtr6. El ansligis de una alicuota por ccd 
(sistema 7) muestra una mancha amarilla que coincide con la del 
gcido benzoico patr6n a1 revelar con verde de bromocresol 0,04% 
en etanol. Se .evapor6 el solvente y se obtuvieron algunos cris- 
tales con olor a Bc.ido benzoico pero no fue posible pesar con 
exactitud debido a1 bajo rendimiento de la reaccidn ( <  0,s mgr). 
.Aisl~miento de 10s caxbonoq 1 y 26 a partir de withaferina A 
k) Obtencibn de 2,3-dihidrolj-metoxiwithaferinz A 
ver item (a) 80 
1) Reacci6n de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A con fenil-litio. 
Seg6n una t6cnica analogs a la detallada en el item fi).  
tratd con fenil-litio (SmMol) en THF (2ml), una solucidn de 2,3- 
dihidro-3-metoxiwithaferina A (43 mgr) elr THF (2ml). Se obtuvo 
un yroducto marr6n claro acejtoso. 
m)0xidaci6n y aislamiento - del carbon0 26 como benzqfenona y 
- 
del carbono 1 c m 0  5cido benzoico. 
El producto crudo de fenilaci6n se suspendid en icido s u l f 6 -  
rico 101 [I Oml) y se agregd CrOS (1,5 - gr) . La mezcln st tratb 
como se indicd en el 5tem (j) aislsndose la oxima de la benzofeno- 
na (3,6 ~ngr) y iicido benzoico ( < 0,  Smxr). 
m].Aplicacibn de la secuencia degradativa descriptdt a withaferina A 
radioactiva . 
Se parti6 cle withaferina A 8 radioactiva (86,6 mgr,3,7 x 10 6 
- 
dpm/mMol) la cual se trat6 con una soluci6n de acetato de sodio 
en metanol 0,OSN obtenigndose 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A - 33 
6 (91 mgr,3,7 % 10 dpm/mMol). Esta st! trat6 con fenil-litio en THF 
* , y  el product0 crudo de fenXii=ibn s i  sometid a oxidncibn, destila- I 
cibn y derivatizacidn, segdR l a  tgcnica descripta anteriormente, I 
obtenigndose la oxima de la benzofenona que se recristalizd hasta, 
actividad especlfica constante (3,5ngr, 2 , Z  lt 10' dpm/mHol) .El Bci- 
do benzoico no pudo ser recristalixado debido a1 bajo rendimiento 
5 de la reaccidn (<O,lmgr, > 6 , 4 x  10 dpm/mMol). 
El objetivo del pred a t e  trobajo 
I 
fue realizar 
'I' 
r .  
LJ L : 
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estudio 
sobre el proceso biosint€tico que conduce a la formacidn del 
anillo lact6nico de 10s withanelidos y en particular determi- 
nar el origen biogenetico de 10s carbonos 26 y 27 de 10s mis- 
mos. Dicho estudio implice ademgs de las experiencias con dis- 
tintos trazadores marcados y la degradaci6n qulmica de 10s wi- 
thandlidos marcados, el desarrollo de un metodo eficiente de 
aislamiento y separacidn de 10s withanblidos. 
Se eligid para realizar este trabajo a la planta Aanistus 
b r e v i f t o r u s  ( G r i s e b )  oriunda del noroeste de la Argentina (ss 
util-izaron hojas y semillas provenientes de la provincia de 
Tucumiin). Los mi5todos separativos desarrollados permitieron a 
su vez el aislamiento y caracterizacidn de 10s withan6lidos 
minoritarios presentes en 10s extractos. 
Los temas desarrollados en esta Tesis fueron: 
1 -  Introduccibn: En este capltulo se dan ejemplos de 10s prin- 
cipales sistemas de sustitucidn encontrados en 10s withanbli- 
UUS. Estos compuestos se diferencian fundamentalmonte por la 
posici6n y n6mero de grupos hidroxilo, Stomos de cloro y pre- 
sencia o ausencia de dobles enlaces y/o anillos epbxido. Se 
mencionan, adembs, las propiedades biol6gicas de algunos witha 
ndlidos y se hace referencia a caminos biosintdticos hipotgti- 
cos que conducirian a la formacibn de 10s anillos A y B y ani- 
110 lactdnico presente en la cadena lateral de estos compues- 
tos. 
2. withan~lidok en Acnis t u s  blrevrycorus : Se mencionan 10s witha- 
ndlidos aislados previamente de plantas de Acnis$us b ~ e v i f t o r u p  
; ;-\ 
por Lavie y colaboradores (dc plantas cultivadas en Israel a 
partir de semillas oriundas de nuestro pais) y por Bukovits a par- 
tir de plantas.de - este de la provincia de Tu- 
% b& 
cumbn. Se hace adembs una a 10s metodos utili- 
zados anteriormente en la separacidn de withandlidos. Posterior- 
mente se detalla un nuevo mbtodo de aislamiento, separacidn y a- 
nalisis cuantitativo de withanblidos. El mismo consiste en la ex- 
tracci6n de las hojas frescas de Acnistus brevifZorus con dter g'-. - 1  
etflico en frlo Tjiosterior separacian de 10s withandlidos por 
CLAR a partir de dichos extractos prepurificacos usando columnas 
: 
aP.----. F2;L +-,*< ;. 
dc silicagel H eluIdas bajo preribn. El aialis ativo se 
realize por CLAR usando columnas de sflicagel por aplicacidn del 
mgtodo del estandar externo. So comparan 10s resultados obtenidos 
3' ' par este metodo t6n las ttcnicas separativas tradicionales. Se 
aislaron 12 withanblidos, 4 de 10s cu-ales -no . - tf , - - -~ habfan -..- ..-m <c. sido aislados, --... - 
;.+ !; #- . . .  ., -; . . - - . i l  + l -  ., 
. . 
; .  
. . 
. 8 .*'*., :> , - 
3. Estudio espectroscdpico y 'elucidacibn estructural de withanb- 
. lidos de Acnistus brev i fZorus  : Luego de una breve introduccidn 
en la cual se dan las principales caracteristicas de 10s espectros 
de masas y de RMN-'H de 10s wjthanblidos, en particular de witha- 
ferina A, se analizan en'detalle 10s espectros 2DJ y I vs - -frecuen- 
- 1 .  .. . . , ,  . 
cia de withaferina A realizados a S O 0  MHz. A continuaci6n se rea- 
liza una reinterpretacidndel anblisis de 10s kspectros de RMN-'~C de 
10s withan6lidos en base a1 concept0 de efecto y introducido por 
- - 
Beterbeck y colaboradores, Posteriormente se analizan 10s datos.8 ' 
espectroscdpicos obtenidos para cada uno de 10s compuestos aisla- 
1 dos (RMN- H, 3~ y E .M. ) . En algunos casos la identificacidn se;:: 
- ! 
1 ! 
- ,, . complet6 mediante la obtenci6n de derivados o .por~:sintesis qul- ' 
., . , . '_ I # !  - I ,' -r - 
, 
$ i.''.'. 
_ .  . ; mica de 10s mismos. . . ,,. I , I ,  , 1 -  : 
, ,, I 'I 
. . . '  
.-  1 
- .> 
. ' I ,.. . - \ *  ' 
.Se identificaron 10s siguicsntes compuestosi . d . l m - b  .: - 
I . . I withafgrina . .. A - 8, jaborosalactonr A ll, jaborosalactona D 29, jabo- 
-
drowithaferina A - 34, 6aycloro-56-hidroxiwithaferina A 37 5,6-desoxi- 
- 9  
withaferina A - 40, 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona a 42 5a- 
-' . .- 
rosalactona B - 44, 2,3-dihidrojaborosalactona A 45. 8, :-., -IT .A .I I? l i  , 
Los cuatro , Gltimos - compuestos- . .. , n-o Pabfan sido descriptos hasta 
b Ih'p I 'ub*?.k-# % <  . 
el nomento, 10s tres primeros son artefactos que se forman pot ex- 
t~acci6n con solvente (metanol o etanol) en caliente, mientras 
qse el dltimo es un withandlido natural. ' . .  I ' , I ,  ' :..- ;;I ,I; - * ,  : , -  : i.T-?': , . 
4 , .  ;, - .* 'i! : I -  I 
o 11 - '  ;. . . ! .  j . . ;> ! . ;c . .7  . . . 1 
.. . +  .. ' ) I ,  - n 1.: . 9.- #.:-<fi ".:c ::+,,. 12 , I ' ' . ' - . ~ L I ~ ~ > ~ '  . 3 J, id-.&;. . 
4. Biosintesis de withan6lidos en ~ c n i s t u s  b r e v i  f t o r u s  : En este 
8 capztulo se dan 10s antecedentes de estudios biosint6ticos relacio- 
nados a 10s withandlidos y se plantea el posible origen biogen6- 
tic0 de 10s carbonos 26, 27 y 28 de dichos compuestos. 
En particular en esta tesis de intent6 determinar el origen 
biogenetico de 10s carbonos 26 y 27, para lo cual se desarrollaron 
. - .  
. .A- 
- 
i . : I - :  * - las siguientes lineas de trabajo: ._ - 
- L  - 
,' 9' ,. " I' - " 
a) Bfisqueda de,las condiciones de cultivo de las semillas de 
. . 
. I  1 %  I ,' 
A c n i s t u s  b r e u i f l o r u s  y de las condiciones 6ptimas de incorporaci6n 
de precursores. 
- % 
'b) Aislamiento, separacidn y analisis cuanrirativo de 10s withanb- 
', # -  
lidos principales (withaferina A 8, jaborosalactona A -9 1 1  jaborosa- 
lactona D 3) .1G 
C) Incorporacibn de precursore) simples (R,s-mevalonolactona-2- 4 ~ ,  
14 14 D,L-metionina- CH, y acetato de sodio-1- c). 
d) Reaccibnesl de degradacidn de 10s withandlidos marcados para deter- 
minar las posiciones en que se incorpord la marcacibn en el anillo 
lactbnico. . . l 1  @ " I- : . , .  .  "at : 'LC 
. 4 . k  LI - 
- I - - . .  ' . . 
m - En base a estos estudios se concluyd que jaborosalactona A -3 1 1  
jabo'ros~1actona;D - .- 29 y withaferina A - 8 no deben ser considerados co- 
I - 
. I' .C - t 1  . ' ,- 
mo productos finales, silio c5m6 intermediarios que son posteriormen- 
te metabolizados. Por otra parte se llevaron a cab0 experiencias de 
incorporaci6n con j aborosalactona A 4 ~ ,  obtenida biosint6ticamente, 
que indican que jaborosalactona A serla un precursor de withaferina A 
'- :;>';&rJ'gq=: - y jaborosalactona D .  t '! - - . , ---- - 
"-- 
&I F-3 *; . 
En base a 10s resultadds observados en la degradaci6n de withafe- 
rina A radioactiva se postula la existancia de dos caminos alternati- 
vos para la biosistesis de withanblidos: segdn uno de ellos se rompe- 
ria la cadena lateral de un estsrol precursor con pdrdida del C-26 
y posterior reconstruccidn dsl anillo lactbnico; por una ruta alter- 
+. 
nativa el C-26 derivarIa del C-2 de mevalonolactona y dado gue este 
carbon0 es estereoespecXficamente incorporado I a1 proR-metilo (C-26) 
. .- 
de varios esteroles, serla este mctilo el que se- oxida a carboxilo 
(C- 26) en 10s withan6lidos. ' 
I I <i *&$-';- -s-T;.e7..<-.* . . . .  . , :.-x . I 
- 
,: IT-f~&@;;; ~2~ 
L :* I .I .' . 
- 5 .  Parte*experimental:Sedescribe la parte experimental de la labor 
realizada que incluye 10s datos nun4ricos de 10s espcctros I de 10s 
compuestos descriptos en esta tes is .  
w '. - I-, *-: L ~ - -  
. , 
. :,. , 
1 ,  
. 
. . 
. . 
- .  
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